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O gênero Croton pertencente à família Euphorbiaceae, possui substâncias ativas 
como terpenoides, flavonoides e alcaloides, sendo suas espécies frequentemente empregadas 
na medicina popular. A espécie Croton glandulosus L. é amplamente distribuída no 
continente Americano, principalmente no Brasil, encontrada nos mais diversos ambientes. É 
considerada uma planta daninha que possui a capacidade de produzir substâncias químicas, as 
quais apresentam-se interessantes para o estudo e desenvolvimento de novos fármacos. Neste 
contexto, o objetivo deste trabalho foi a investigar a composição fitoquímica, realizar ensaios 
de toxicidade preliminar, avaliar as atividades biológicas e farmacológicas da espécie. O 
extrato etanólico e frações das partes aéreas demonstraram a presença de esteroides, 
triterpenos, polifenóis, flavonoides, taninos e cumarinas. Foi realizado o isolamento, 
identificação e quantificação do flavonoide vitexina, e a verificar o potencial alelopático e 
ausência de toxicidade preliminar. O extrato etanólico e frações apresentaram capacidade 
antioxidante, capacidade anti-hemolítica, ativação de neutrófilos humanos e redução da 
proliferação celular de neuroblastoma humanos, em ensaio de MTT. Ensaios farmacológicos 
com o extrato etanólico, fração acetato de etila e vitexina, demonstraram efeito antitumoral in 
vivo em modelo de tumor de Ehrlich, efeito hepatoprotetor e redução do estresse oxidativo, 
induzido por CCl4. Dessa forma, verificou-se o potencial biológico e farmacológico da 
espécie, para aplicação em diversas áreas de interesse agronômico, veterinário, cosmética, 
alimentícia e farmacêutica.  
 
Palavras-chave: Euphorbiaceae. Vitexina. Anti-hemolíticos. Neutrófilos. Antineoplásicos. 
ABSTRACT 
 
The genus Croton from Euphorbiaceae Family, has active substances such as 
terpenoids, flavonoids and alkaloids, and its species are frequently used in folk medicine. 
Croton glandulosus is widely distributed in the American continent, mainly in Brazil, found 
in many different environments. It is considered a weed without economic or physiological 
benefit for the population, however, this plant has the ability to produce allelopathic 
substances with interest in the study and development of new drugs. In this context, we 
investigate the phytochemical composition, preliminary toxicity potential, biological and 
pharmacological activities of the species. Isolation, identification and quantification of the 
flavonoid vitexina, present in the plant, were performed. The extracts and fractions of the 
aerial parts showed the presence of steroids, triterpenes, polyphenols, flavonoids, tannins and 
coumarins. Allelopathic potential and absence of preliminary toxicity were verified. Extracts 
and fractions showed antioxidant capacity and in sheep erythrocytes, action on human 
neutrophils and reduction of human neuroblastoma cell proliferation. Pharmacological tests 
with crude extract, ethyl acetate and vitexina isolated, demonstrated in vivo antitumor effect in 
Ehrlich tumor model, hepatoprotective effect and oxidative stress reduction. Thus, it was 
verified the biological and pharmacological potential of the species, with application in 
agronomic, veterinary, cosmetic, food and pharmaceutical areas. 
 
Keywords: Euphorbiaceae. Vitexin. Antihemolytics. Neutrophils. Antineoplastics. 
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UFPR – Universidade Federal do Paraná 
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A Euphorbiaceae é conhecida por seu rico potencial econômico e está entre as mais 
diversas e complexas famílias do grupo das Angiospermas. No âmbito industrial é 
representado pela seringueira (Hevea brasiliensis), no madeireiro representado pela Sangra 
d’água (Croton matourensis Aubl.), no nutricional representado pela Mandioca (Manihot 
esculenta Crantz) e no ornamental pelo Bico-de-Papagaio (Euphorbia pulcherrima Willd. ex 
Klotzsch) (JÚNIOR et al., 2018). 
Em sua composição, a família Euphorbiaceae apresenta substâncias fitoquímicas, que 
conferem à algumas de suas espécies a capacidade antimicrobiana, alelopática, antioxidante, 
antitumoral, antiinflamatório, antimalárica, cicatrizante, gastroprotetor, antidiarreica, anti-
neuroinflamatório, dentre outras atividades farmacológicas que estão reportadas em artigos 
científicos, patentes e em estudos etnobotânicos (CHASE et al., 2002; TREASE; EVANS, 
2002; WURDACK et al., 2005; MIGUEL et al., 2014; MONGALO; SOYINGBE; 
MAKHAFOLA, 2019; MULUYE et al., 2019; SMERIGLIO et al., 2019; ZAYEDE; 
MULAW; KAHALIW, 2020; ZHOU et al., 2020). 
O gênero Croton é um dos mais numerosos desta família, possui substâncias ativas 
como terpenoides, flavonoides e alcaloides, sendo as espécies deste gênero frequentemente 
empregadas na medicina popular (BRAGA, 1960; MACIEL et al., 2000; JONES, 2003; 
LUKA et al., 2020). Muitas espécies deste gênero são produtoras de óleos essenciais, 
compreendendo em sua composição química, principalmente, fenilpropanoiodes e terpenoides 
(mono e sesquiterpenos) (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007; ERESANYA et al., 
2019; OLIVEIRA et al., 2020). 
Muitos estudos têm demonstrado capacidade antioxidante, potencial antitumoral, 
antiprofilerativa, antimicrobiana, cardioportetora, antimalárica e anti-isquêmica, em espécies 
Croton (LOPES; LOPES et al., 2004; ALONSO-CASTRO et al., 2012; RODRIGUES et al., 
2012; AFRIYIE et al., 2013; ARRAIS et al., 2014; MOHAMMED; ERKO; GIDAY, 2014; 
DÍAZ et al., 2019; URRUTIA-HERNÁNDEZ et al., 2019; ARAÚJO et al., 2020; AYZA; 
BALASUBRAMANIAN; BERHE, 2020). 
Dentre as espécies deste gênero, a Croton glandulosus é um arbusto amplamente 
distribuída no território nacional e possui habitat de anual a perene e caules geralmente 
herbáceos. Popularmente conhecida como Carvão-branco, Gervão-branco ou Erva peluda, é 
caracterizada como planta daninha ou planta invasora (SILVA et al., 2010a; THE PLANT 
LIST 2013; FLORA BRASIL, 2018; SIBBR, 2018).  
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As plantas daninhas, possuem a capacidade de produzir, estocar e liberar ao 
ambiente, substâncias alelopáticas ou fitotoxinas (INOUE et al., 2010; OLIVEIRA et al., 
2011). Dentre os principais compostos alelopáticos, destacam-se: taninos, glicosídeos, 
alcaloides, terpenos, flavonoides e ácidos fenólicos, que proporcionam a descoberta de 
diversas substâncias orgânicas, com potencial biológico e farmacológico (BRAZ-FILHO, 
1994; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010). O estudo dos metabólitos secundários 
produzidos pelas plantas são fontes importantes de compostos naturais biologicamente ativos 
que podem ser explorados como protótipos de inúmeros fármacos (BRAZ-FILHO, 1994; 
WALL; WANI, 1996). 
Neste contexo, a espécie Croton glandulosus, é uma erva daninha sem relatos de 
estudos de suas propriedades biológicas e farmacológicas até o momento. No entanto, a planta 
possui crescimento vantajoso frente a condições ambientais precárias, devido aos seus 
aleloquímicos, além de sua ampla distribuição territorial (TORRES, 2009; THE PLANT LIST 
2013; SIBBR, 2018). Em vista destas características, optou-se pela escolha da espécie para 





1.2.1 Objetivo geral  
 
Investigar a composição fitoquímica do óleo essencial, extrato etanólico e frações 
das partes aéreas de C. glandulosus. Avaliar a toxicidade preliminar, propriedades 
antioxidantes e biológicas; e ação antitumoral, hepatoprotetora e redutora do estresse 
oxidativo in vivo.  
 
1.2.2 Objetivos específicos  
 
 Realizar cadastro no SISGEN, coleta, identificação e depósito das excicatas do 
material vegetal de C. glandulosus; 
 Avaliar parâmetros de controle de qualidade, como umidade, cinzas e análise térmica 
das folhas de C. glandulosus; 
 Realizar o estudo fitoquímico preliminar do extrato bruto etanólico e aquoso das 
partes aéreas de C. glandulosus;  
 Realizar a extração do óleo essencial das partes aéreas de C. glandulosus, bem como 
análise de composição química por Cromatografia Gasosa acoplada a espectro de 
Massas (CG-MS);  
 Preparar o extrato etanólico e frações hexano, clorofórmio, acetato de etila e fração 
residual das partes aéreas de C. glandulosus;  
 Realizar estudos químicos do extrato, frações e composto isolado, por Cromatografia 
em Camada Delgada (CCD); Cromatografia líquida de alta eficiência com detector 
Ultravioleta (CLAE-UV); Colunas cromatográficas e Ressonância Magnética 
Nuclear (RMN) de 1H e 13C; 
 Avaliar a toxicidade preliminar do extrato, frações e óleo essencial, por meio dos 
ensaios de letalidade em Artemia salina; hemólise e alelopatia; 
 Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato e frações, pelo ensaio da Concentração 
Inibitória Mínima (CIM);  
 Avaliar o potencial larvicida da fração hexânica em Aedes aegypti; 
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 Avaliar o potencial antioxidante do óleo essencial, por meio da capacidade 
sequestrante do radical livre difenil-picrilhidrazila (DPPH•) e redução do complexo 
fosfomolibdênio; 
 Avaliar o potencial antioxidante do extrato e frações, por meio da capacidade 
sequestrante do DPPH•; Captura do cátion radical ABTS; redução do ferro (FRAP); 
redução do complexo fosfomolibdênio e sequestro do radical peroxil pelo método 
ORAC;  
 Avaliar o teor de compostos fenólicos totais, do extrato e frações por meio de análise 
colorimétrica de Folin-Ciocalteau; 
 Avaliar a correlação entre o teor de compostos fenólicos e potencial antioxidante do 
extrato e frações, por meio de teste estatístico de correlação de Pearson; 
  Avaliar o potencial anti-hemolítico em eritrócitos de carneiro submetidos à hemólise 
pelo radical AAPH, tratados previamento com a fração acetato de etila e residual; 
 Realizar o ensaio de verificação de ânions superóxidos em neutrófilos humanos com 
o composto isolado vitexina; 
 Avaliar a viabilidade celular de neuroblastoma humano, do extrato e frações, por 
meio do ensaio de MTT; 
 Avaliar a ação antitumoral em camundongos Swiss inoculados com o tumor de 
Ehrlich, tratados com o extrato bruto, fração acetato de etila e vitexina; 
 Avaliar o potencial hepatoprotetor do extrato bruto, fração acetato de etila e vitexina, 
em camundongos Swiss induzidos à hepatotoxicidade por CCl4;  
 Avaliar o peso relativo dos órgãos, parâmetros bioquímicos, hematológicos e 
histopatológicos de camundongos inoculados com o tumor de Ehrlich e 
camundongos induzidos à hepatotoxicidade por CCl4; 
 Avaliar o estresse oxidativo hepático dos camundongos induzidos à hepatotoxicidade 
por CCl4 tratados com extrato bruto, fração acetato de etila e vitexina. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 ASPECTOS BOTÂNICOS: FAMÍLIA, GÊNERO E ESPÉCIE 
 
A Euphorbiaceae, uma das maiores famílias das Angiospermas, está distribuída 
principalmente em regiões pantropicais, sendo constituída de cerca de 300 gêneros e 
aproximadamente 7000 espécies encontradas principalmente no continente Africano e 
Americano (WEBSTER, 1986; WEBSTER, 1994; CHASE et al., 2002; SOUZA; LORENZI, 
2005; WURDACK et al., 2005; JUDD et al., 2009; OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2018). 
 Contabiliza-se que o Brasil se apodera de cerca de 1100 espécies e 72 gêneros, 
sendo que, somente no estado de São Paulo, por exemplo, há ocorrência de cerca 37 gêneros, 
160 espécies e 17 espécies endêmicas da caatinga (GOVAERTS et al. 2000; SAMPAIO et al., 
2002; CARUZO; CORDEIRO, 2007; SOUZA; LORENZI, 2008). 
As espécies dessa família, possuem hábitos variados e incluem desde ervas, 
subarbustos, árvores, trepadeiras e até algumas suculentas, com folhas inteiras ou partidas 
(JUDD, 1999). Geralmente, apresentam-se latescentes, monóicas ou dióicas, com flores 
diclinas, onde as flores pistiladas são caracterizadas pelo gineceu sincárpico, ovário súpero e 
geralmente tricarpelar. O fruto apresenta-se na forma capsular, com deiscência explosiva e 
abertura em três mericarpos, conhecido como cápsula tricoca (SÁTIRO; ROQUE, 2008).   
É comum, também, a presença de glândulas localizadas em diferentes partes 
vegetativas e reprodutivas das plantas, sendo muito útil na identificação dos táxons 
(RADCLIFF-SMITH, 2001). A Euphorbiaceae apresenta grande diversidade morfológica e 
diferentes tipos de tricomas são observados, entre eles: tricomas simples, glandulares, 
malpiguiáceos, estrelados, lepidotos, fasciculados, dentríticos e urticantes. Dentro desta 
família, cinco subfamílias são observadas, Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, 
Crotonoideae e Euphorbioideae. Na subfamília Crotonoideae, é frequente a presença de 
tricomas simples, estrelados, dentríticos ou lepidotos (WEBSTER, 1994; LUCENA; SALES, 
2006). 
As plantas desta família são muito utilizadas popularmente como cicatrizantes e 
também, no tratamento do reumatismo, tosse, úlcera, doenças respiratórias infecciosas, no 
tratamento do câncer, inflamações e dores (OLIVER, 1960; AGUIAR; BARROS, 2012; 
ISLAM et al., 2019). Diversos relatos científicos, também têm demonstrado atividades 
antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, antidearreica (ALI et al., 2020; CAVALCANTE et 
al., 2020; TCHANGOUE et al., 2020; ZAYEDE; MULAW; KAHALIW, 2020). Ademais, 
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muitas de suas espécies possuem ação biológica e farmacológica, devido aos componentes 
químicos intrínsecos, como diterpenoides, triterpenoides, alcaloides e flavonoides (KHAN, 
1979; TREASE; EVANS, 2002; ISLAM et al., 2019; BASU et al., 2020; LAN; YEN; LEU, 
2020). 
A Euphorbiaceae, também apresenta importância econômica, como a espécie 
africana Ricinus communis L, no qual as sementes são utilizadas na produção do óleo de 
rícino e de biodiesel, e a espécie Hevea brasiliensis, conhecida como seringueira da 
Amazônia que é utilizada na produção de borracha (SOUZA; LORENZI, 2008).  
O gênero Croton foi proposto em 1753, por Linnaeus, que descreveu 13 espécies na 
Ásia e África, na primeira edição de Species plantarum (SILVA et al., 2010b). Pertencente à 
subfamília Crotonoideae e tribo Crotoneae, é um dos gêneros mais numerosos da 
Euphorbiaceae, sendo largamente estudado pela comunidade científica no Brasil e no exterior, 
não somente do ponto de vista taxonômico clássico, mas também, da sistemática filogenética 
(HOEHNE, 1939; FARNSWORTH; BLOMSTER; MESMMER, 1969; SECCO et al., 2012).  
O Croton compreende 1300 espécies de distribuição pantropical (FIGURA 1), possui 
crescimento predominante no continente americano, ocorrendo desde o centro e sudeste dos 
Estados Unidos até a Argentina (GOVAERTS et al., 2000; BERRY et al., 2005; SECCO et 
al., 2012).  
 
FIGURA 1 - MAPA DA DISTRIBUIÇÃO MUNDIAL DO GÊNERO Croton. 
 
FONTE: Berry et al. (2005). 
NOTA: As áreas demarcadas em preto demonstram a presena do gênero Croton. 
 
As espécies de Croton, são frequentemente subarbustivas ou arbustivas, monóicas e 
ocasionalmente, arbóreas (BERRY et al., 2005; SILVA et al., 2010a). Na identificação 
botânica, podem ser reconhecidas, principalmente, pela presença de tricomas estrelados ou 
aciculares, inflorescências longas ou condensadas, látex, glândulas peciolares e limbo 
alaranjado quando senescentes (BERRY et al., 2005). 
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Geralmente, as plantas arbustivas deste gênero, possuem crescimento rápido e por 
isso investem em defesas qualitativas, o que pode ocasionar a metabolização de alcaloides e 
terpenoides (COLEY et al., 1985; SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). Neste contexto, 
algumas substâncias do metabolismo secundário têm sido isoladas de suas espécies, e dentre 
elas pode-se citar a trans-desidro Crotonina, um terpenoide obtido da Croton cajucara Benth., 
da qual estudos comprovaram efeitos hipolipêmico e hipoglicêmico (MACIEL et al., 2000). 
O Brasil dispõe de cerca de 700 espécies de Croton, que são comumente utilizadas 
na medicina popular para tratar diversas enfermidades (HOEHNE, 1939; BERRY et al., 2005; 
SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). No estado do Rio de Janeiro, cerca de 39 espécies 
foram relatadas em uso popular e muitas aplicações medicinais, incluem a atividade 
antitumoral (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007; ISLAM et al., 2019). Os extratos de 
"sangue-de-dragão" (Croton lechleri Müll. Arg.), utilizados por curandeiros "shaman" como 
remédios antidiarreicos em pacientes com AIDS (JONES, 2003). O óleo extraído de Croton 
tiglium L. é frequentemente utilizado pelos povos antigos, como purgante potente. A espécie 
de Croton cajucara Benth está entre as mais estudadas desse gênero, conhecida como 
‘sacaca’ ou ‘sangra d’água’ é originária da região Amazônica brasileira. Suas cascas e folhas 
são geralmente dispostas na forma de chás e pílulas, empregadas no tratamento de diabetes, 
hipercolisteremia, distúrbios gastrointestinais e hepáticos (CAMPOS et al., 2002).  
Dentre as espécies de Croton, a Croton glandulosus L. (QUADRO 1), popularmente 
conhecida como Carvão-branco, Gervão-branco ou Erva peluda, é um arbusto caracterizado 
como planta daninha ou planta invasora (SIBBR, 2018). 
 
QUADRO 1 - HIERARQUIA TAXONÔMICA DE Croton glandulosus L. 
Reino Plantae 
Sub-reino Tracheobionta (Plantas vasculares) 
Superdivisão Spermatophyta (Plantas com sementes) 
Divisão Magnoliophyta (Plantas com flores) 
Classe Magnoliopsida (Dicotiledôneas) 
Subclasse Rosidae 
Ordem Euphorbiales 
Família Euphorbiaceae  
Subfamília Crotonoideae 
Tribo Crotoneae 
Gênero Croton L. 
Espécie Croton glandulosus L. 
FONTE: USDA (2018). 
 
Possui como sinonímias; Croton klotzschii, Brachystachys hirta, Croton floridanus, 
Croton lundianus, Croton affinis, Croton corchorifolius, Croton divaricatus, Oxydectes 
glandulosa, Oxydectes glandulosa var. genuína (THE PLANT LIST 2013; SIBBR, 2018). 
34 
Apresenta-se como uma planta monoica, possui habitat de anual a perene, pode crescer de 15 
a 60 cm de altura e seus caules são geralmente herbáceos, mas muitas vezes se tornam um 
pouco lenhosos (USEFUL TROPICAL PLANTS, 2014).  
Como características botânicas (FIGURA 2), exibe caules com tricomas estrelados 
nos ramos jovens. Folhas com pecíolos curtos; lâminas foliares ovais/elípticas; face adaxial e 
abaxial com tricomas estrelados; nervação camptódroma; margens serrilhadas; glândulas 
nectaríferas acropeciolar sésseis ou subsésseis; estípulas na porção apical de ramos jovens não 
foliáceas. Inflorescência em tirsos com címulas proximais unissexuais; posição terminais, 
flores estaminadas curtamente pediceladas; que apresentam-se na forma estaminadas rotáceas; 
flores pistiladas sésseis/subsésseis; cálices das flores pistiladas dialissépalos; estiletes bífidos; 
lobos dos cálices das flores pistiladas iguais; pétalas das flores pistiladas filiformes e pré-
floração das flores pistiladas valvares. Por fim, os frutos são columelas com lobos apicais 
pouco diferenciados (LUCENA; AMORIN; ALVES, 2009; FLORA DO BRASIL, 2018).  
 
FIGURA 2 - ESTRUTURAS BOTÂNICAS DE Croton glandulosus 
 
FONTE: Adaptado de Sodre et al. (2014). 
NOTA: a. hábito; b. estípula; c. folha; d. detalhe das glândulas acropeciolares; e. flor estaminada; f. flor 
pistilada; g. fruto; h. semente; i. detalhe da superfície da semente. 
 
Muito provavelmente, esta espécie possui o nome de glandulosus, devido à presença 
de glândulas em sua estrutura morfológica. Glândulas parecidas com coléteres, foram 
descritas em alguns gêneros de Euphorbiaceae, como Croton (SÁ-HAIAD, 2009). Os 
coléteres são definidos como estruturas secretoras, presentes na superfície adaxial dos órgãos 
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vegetativos e reprodutivos. Estruturalmente, podem aparecer como tricomas multicelulares, 
emergências ou glândulas vascularizadas. Na planta, são responsáveis por produzir uma 
secreção mucilaginosa com a finalidade de proteger estes, em processo de diferenciação, 
contra a dessecação. Estas glândulas também produzem uma secreção lipofílica, que atua 
como dissuasivo contra micro-organismos (FAHN 1990; KRONESTEDT-ROBARDS; 
ROBARDS, 1991; RIO et al., 2002; RIO et al., 2005).  
Observações de campo, demonstraram a presença de uma glândula externa (FIGURA 
2, d) no eixo inflorescente de C. glandulosus, cujo exsudado pegajoso, é coletado por 
diferentes insetos fitófagos, incluindo abelhas Meliponinae. Além disso, no pecíolo é 
evidenciado um par de glândulas acropeciolares, como demonstrado na FIGURA 3. 
 
FIGURA 3 - Croton glandulosus COM DETALHE DAS GLÂNDULAS ACROPECIOLARES 
 
FONTE: Ogrzewalska (2017). 
NOTA: O círculo na FIGURA está evidenciado um par de glândulas acropeciolares no pecíolo da espécie. 
 
No Brasil a C. glandulosus é distribuída em todos os estados, amplamente 
encontrada nos mais diversos biomas, como cerrado, caatinga, campos rupestres, Floresta 
Ciliar ou Galeria, Floresta de Igapó, Floresta de Terra Firme, Floresta Estacional Decidual, 
Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombrófila, Manguezal, Restinga, Savana 
Amazônica, ruderais e áreas cultivadas (SILVA et al., 2010a; FLORA BRASIL, 2018; 
SIBBR, 2018). Há ainda, ocorrências de espécies registradas em vegetação arbustiva aberta, 
em solos arenosos ou argilosos e no sopé da serra de Itabaína, Sergipe, próximo ao riacho dos 
negros (LUCENA; AMORIN; ALVES, 2009). Em sua disposição global, inclui extensa 
distribuição no continente Americano (FIGURA 4), entendendo-se do México até a Argentina 
(CARABIA, 1942).  
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FIGURA 4 - MAPAS DE DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DE Croton glandulosus 
 
FONTE: Torres (2009). 
NOTA: Os pontos pretos no mapa demonstram a presença de C. glandulosus no território. 
 
2.2 PLANTAS INVASIVAS OU INFESTANTES  
 
Algumas plantas têm a capacidade de germinar espontaneamente em áreas de 
interesse humano e interferir prejudicialmente nas atividades agropecuárias, sendo 
denominadas de plantas daninhas (BLANCO, 1972). Pode-se ainda, denominá-las de plantas 
invasoras, infestantes ou adventícias. Apesar destes termos serem frequentemente utilizados, 
apenas remetem a ideia do deslocamento da planta de sua área original de distribuição 
geográfica, não as relacionando diretamente, com a indesejabilidade no local (PITELLI, 
2015). 
A expressão planta daninha é comumente adotada e está relacionada ao fato destes 
seres vivos causarem danos às atividades humanas, principalmente agrícolas, e também, por 
causarem danos à saúde do homem e ao meio ambiente. Quando ocorrem fora de sua 
distribuição geográfica, ou em tamanhos populacionais acima do suporte do ambiente, estas 
são conhecidas como plantas parasitas, exóticas invasoras, pioneiras, trepadeiras, entre outras 
denominações (PITELLI, 2015). 
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Estas plantas interferem na produtividade ou na qualidade do produto colhido e 
caracterizam-se pela alta rusticidade, resistência a pragas e doenças, habilidade de produzir 
grande número de sementes viáveis, facilidade de disseminação das sementes, pela 
capacidade de desenvolver-se em condições adversas, como déficit hídrico, salinidade, solos 
ácidos ou alcalinos e temperaturas pouco propícias (VASCONCELOS; SILVA; LIMA, 
2012).  
Geralmente, as espécies de plantas daninhas são altamente competitivas, invasoras e 
dominantes, em relação a plantas nativas (MURRELL et al., 2011). Constituem sério 
problema na produção de culturas econômicas, pela competição por luz, umidade, espaço, 
água e nutrientes e também, por multiplicarem o inoculo garantindo a manutenção de 
organismos patogênicos (VOLL, 2005). Essa competição acontece quando o ambiente não 
consegue suprir as quantidades de compostos essenciais para o crescimento normal de uma 
população de plantas (SANTOS et al., 2010).  
Logo, a ocorrência dessas plantas em sistemas agrícolas, pode levar a redução da 
produtividade das culturas, resultando em prejuízos que podem chegar à perda total da 
lavoura e elevando o custo da produção com decréscimos na produtividade (FORMAGIO et 
al., 2011). Além disso, elas geram maior custo de manutenção da cultura econômica, aborto 
em vacas ou morte do gado pela ingestão de plantas tóxicas (PITELLI, 1989). Isso ocorre 
devido à capacidade que estas plantas possuem, em produzir, estocar e liberar ao ambiente, 
substâncias químicas com propriedades alelopáticas, que são um dos fatores mais importantes 
que impõem limitações no desenvolvimento da atividade agrícola mundial (INOUE et al., 
2010). 
 O poder alelopático dessas plantas, pode contribuir para o controle de outras plantas 
daninhas por meio de exsudatos, lixiviados e compostos voláteis. No entanto, esta influência 
pode afetar outras culturas por meio de atrasos de germinação de sementes ou redução do 
crescimento das culturas (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN, 2001). Segundo Fontes 
(2003), a intensidade dessa interferência depende das características da espécie de planta 
daninha, da cultura, velocidade de crescimento, porte e arquitetura da planta, estádio de 
crescimento, duração do período de convivência e ambiente. 
Um importante mecanismo ecológico, que influencia o tipo de vegetação existente 
em um ecossistema é a interação alelopática, que poder levar a dominância de uma 
determinada vegetação interferindo no manejo e produtividade de culturas econômicas. Os 
compostos químicos produzidos pelas plantas, que participam da atividade alelopática, são 
chamados aleloquímicos, substâncias aleloquímicas ou, ainda, fitotoxinas e são produtos do 
38 
seu metabolismo secundário (OLIVEIRA et al., 2011; ASRORI; SASAMOTO; OGITA, 
2020; MUSHTAQ et al., 2020).  
Segundo Pitelli (1989), esses aleloquímicos podem ser produzidos por qualquer parte 
da planta, como raízes, parte aérea, sementes em processo germinativo e até mesmo durante o 
processo de decomposição da palha. Sua composição em uma planta sofre influência de 
diversos fatores como temperatura, umidade, índice de precipitação, radiação e variação 
sazonal (VIECELLI; CRUZ-SILVA, 2009). Dentre os principais compostos com atividades 
alelopáticas, destacam-se: taninos, glicosídeos, alcaloides, terpenos, flavonoides e ácidos 
fenólicos (TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010; INAYAT; ZAHIR MUHAMMAD; 
MAJEED, 2020; NANDI; HAFSAH, 2020).  
 
2.3 GRUPOS FITOQUÍMICOS E ATIVIDADES BIOLÓGICAS DO GÊNERO Croton 
 
Substâncias químicas com propriedades medicinais, extraídas de diversos vegetais, 
têm estimulado o estudo químico e biológico de plantas e outros produtos naturais. Dentre 
estes compostos resultantes do metabolismo das plantas, pode-se dividir dois grandes grupos; 
os produtos do metabolismo primário, que são os carboidratos, lipídios e proteínas, e os do 
metabolismo secundário, que incluem os terpenos, alcaloides, flavonoides, glicosídeos, entre 
outros (MATOS, 1997; SIMÕES, 2017). 
O metabolismo secundário de plantas dá origem a compostos que não possuem uma 
distribuição universal nos vegetais, pois não são necessários a todas as plantas (PERES, 
2004). Os produtos desse metabolismo não são essenciais para o desenvolvimento do vegetal, 
mas são importantes para a sobrevivência de uma determinada espécie dentro de um 
ecossistema, viabilizando a adaptação do indivíduo no ambiente, respondendo pelas relações e 
interações entre planta-ambiente (MONTANARI JUNIOR, 2002). 
Por sua vez, a pesquisa fitoquímica tem por finalidade investigar os constituintes 
químicos das espécies vegetais, contribuindo significativamente para o estudo de plantas que 
não dispõe de dados sobre sua composição química (SILVA et al., 2010b; SIMÕES, 2017). 
Além disso, o estudo metabolismo secundário dos produtos naturais, proporciona a descoberta 
de diversas substâncias orgânicas com atividades biológicas, que dependem da investigação 
farmacológica (BRAZ-FILHO, 1994).  
No âmbito farmacêutico, a busca por substâncias químicas capazes de prevenir e 
curar enfermidades vem sendo investigado desde os primórdios da existência humana. A cura 
através da ingestão de ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de uso dos 
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produtos naturais pelo homem (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Neste contexto, as 
plantas são uma fonte importante de compostos naturais biologicamente ativos, muitos dos 
quais, pode-se utilizar para a síntese de inúmeros fármacos e protótipos a fármacos (WALL; 
WANI, 1996). 
Dessa forma, a pesquisa de plantas com propriedades medicinais tem contribuído 
significativamente para o fortalecimento da indústria farmacêutica. Entretanto, as substâncias 
bioativas de origem vegetal não possuem propriedades de absorção e distribuição ideais para 
que se tornem um fármaco. Entretanto, suas estruturas químicas podem ser modificadas por 
meio de alterações a níveis molecures, racionalmente planejadas na estrutura deste protótipo, 
em um projeto de química medicinal (NIERO et al., 2003). 
Existem três grandes grupos de metabólitos secundários, os terpenos, os compostos 
fenólicos e os alcaloides. Os terpenos são sintetizados a partir do ácido mevalônico (no 
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos fenólicos são 
o3riginários do ácido chiquímico ou ácido mevalônico. Por fim, os alcaloides são derivados 
de aminoácidos aromáticos (triptofano, tirosina), os quais são derivados do ácido chiquímico 
e também de aminoácidos alifáticos (ornitina, lisina) (PERES, 2004). 
Muitas espécies de Croton são produtoras de um grande número de substâncias 
pertencente às classes dos alcaloides, fenilpropanoides e terpenoides (RANDAU et al., 2004). 
Os fitoquímicos do gênero Croton são muito diversos e os terpenoides são os metabólitos 
secundários mais encontrados no gênero. Os diterpenos são as substâncias mais comuns e 
incluem o clerodano, cembrano, traquilobano, halimanos, cauranos e labdanos. Os triterpernos 
pentacíclicos e esteroides, também são relatados frequentemente neste gênero. Outras classes 
de produtos naturais como alcaloides, flavonoides, saponinas e fenilbutanoides, também têm 
sido isoladas nesta espécie (CONSERVA et al., 2005). Alguns estudos fitoquímicos 
realizados com espécies de Croton, de ocorrência brasileira, têm proporcionado o isolamento 
de 109 compostos pertencentes as mais variadas classes estruturais, tais como, diterpenos 
(35,6%), alcaloides (24,8%) flavonoides (12,8%) e triterpenos (11%) (TORRES, 2008). 
Estudos científicos têm demonstrado o potencial terapêutico de espécies de Croton, 
bem como de seus metabólitos secundários isolados. A taspina por exemplo, é uma substância 
isolada do gênero Croton com atividade citotóxica, obtida a partir da Croton lechleri 
(ITOKAWA et al., 1991). Estudos com o óleo essencial de Croton flavens, também 
demonstraram atividade antitumoral contra câncer de pulmão e adenocarcinoma de cólon, 
evidenciando como compostos majoritários o viridifloreno, germacrona, γ-bisaboleno e β-
cariofileno (SYLVESTRE et al., 2005).  
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Recentemente, foram obtidas informações sobre o potencial biológico de Croton 
argyrophyllus contendo biciclogermacreno, β-pineno e espatulenol, no qual evidenciou-se 
potencial antioxidante e antimicrobiano de seu óleo essencial (BRITO et al., 2018). Estudos 
demonstraram também, a presença de o-glicosideos, campeferol, quercetina, flavonoides C-
glicosilados, taninos e derivados do ácido cinâmico na espécie Croton cajucara Benth, a qual 
demonstrou potente atividade anti-inflamatória (NASCIMENTO et al., 2017).  
Inúmeros estudos têm demonstrado a capacidade antioxidante e potencial antitumoral 
em Croton lechleri Mull. Arg. (LOPES; LOPES et al., 2004; ALONSO-CASTRO et al., 
2012), atividade antimicrobiana, em Croton pulegioides Baill. (Zabelê) (ARRAIS et al., 
2014), atividade antimalárica contra Plasmodium berghei em Croton macrostachyus 
(MOHAMMED; ERKO; GIDAY, 2014), atividade anti-isquémica em Croton membranaceus 
(AFRIYIE et al., 2013) e propriedades antioxidantes de Croton cajucara Benth 
(RODRIGUES et al., 2012). 
Outros estudos demonstraram a atividade gastroprotetora de Croton rhamnifolioides 
e Croton cajucara B. (NASCIMENTO et al., 2017; VIDAL et al., 2017), atividade anti-
angiogênica em Croton crassifolius (HUANG et al., 2015), atividade antibacteriana de Croton 
ceanothifolius (DE ARAÚJO et al., 2020), atividade anti-hepatocarcinona de Croton 
crassifolius (TIAN et al., 2017), efeito antiproliferativo de Croton campestres (ARAÚJO et 
al., 2017), efeito antileishmania de Croton cajucara B. contra Leishmania amazonenses 
(LIMA et al., 2015); efeito antitumoral de Croton tiglium (ZHANG et al., 2015); 
cardioprotetor Croton macrostachyus (AYZA; BALASUBRAMANIAN; BERHE, 2020) e 
efeito antiviral de Croton mauritianus contra a replicação do vírus da chikungunya 
(CORLAY et al., 2014).  
Estudos farmacológicos com a espécie Croton urucurana Baill, demonstraram 
atividades anti-inflamatória e antinociceptiva, o que pode estar relacionado com sua 
composição química, na qual estão presentes diterpenos, alcaloides e flavonoides 
(CORDEIRO et al., 2016). Em vista disso, o gênero Croton manifesta expressiva relevância 
econômica e medicinal, devido à presença de óleos essenciais e diversas substâncias ativas, 
como terpenoides, flavonoides e alcaloides (BRAGA, 1960; JONES 2003). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. BLOCOS DE ESTUDOS 
 
O estudo do material vegetal seco, incluiu o processo de identificação da espécie, 
depósito de exsicata, autorização de acesso ao patrimônio genético, coleta e secagem. 
Posteriormente foi avaliado o controle de qualidade da planta seca e realizado a extração do 
óleo essencial para estudo de sua composição química, propriedades biológicas e potencial 
antioxidante. Por fim, realizou-se a extração etanólica e o fracionamento do extrato em 
solventes de polaridade crescente. O extrato e frações foram utilizados em estudos 
bioguiados, no qual avaliou-se a composição química. Realizou-se o isolamento de substância 
bioativa, estudo do potencial toxicológico preliminar, da capacidade antioxidante, biológica e 
farmacológica (FIGURA 5). 
 
FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DOS PRINCIPAIS BLOCOS DE ESTUDO DO TRABALHO 
MATERIAL 
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Atividades biológicas in vitro
Atividades farmacológicas in vivo
 
FONTE: O autor (2020). 
 
3.2 IDENTIFICAÇÃO, DEPÓSITO DE EXSICATA E COLETA DE Croton glandulosus 
 
As partes aéreas de Croton glandulosus (FIGURA 6) foram encontradas no Campus 
da UEPG, Ponta Grossa – Paraná, 25,15327S, 50,13873W a 835 m de altitude, em meio à 
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braquiária, no interior da mata, próximos aos trilhos do trem. Foi realizada a coleta de um 
exemplar para identificação e produção da exsicata, que está depositada no Museu Botânico 
Municipal de Curitiba, sob o número de depósito MBM 220416. Posteriormente, realizou-se a 
coleta da planta, em fevereiro de 2016, durante o período de florescimento, para as extrações 
e desenvolvimento das análises.  
 
FIGURA 6 - ESPÉCIE DE Croton glandulosus DURANTE O FLORESCIMENTO 
 
FONTE: O autor (2020).  
 
3.3 CONTROLE DE QUALIDADE DO MATERIAL VEGETAL SECO 
 
3.3.1 Determinação do teor de umidade e de cinzas  
 
O teor de umidade das folhas secas de C. glandulosus, foi avaliada por método 
gravimétrico, em quintuplicata, conforme descrito pela Farmacopeia Brasileira 6ª edição 
(BRASIL, 2019). Foi realizada a pesagem de 5 g de planta seca moída em cadinho de 
porcelana tarado, que foi para estufa a 105 °C por 5 horas. Os resultados foram apresentados 
em porcentagem de umidade em relação ao material vegetal seco. O teor de cinzas totais foi 
avaliado por incineração da amostra em mufla (600 °C), por 6 horas, utilizando-se os 
cadinhos de porcelana do ensaio anterior, com a amostra seca. O teste foi realizado em 
quintuplicata, conforme metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 6ª edição (BRASIL, 
2019), e os resultados expressos em porcentagem de cinzas totais, calculados em relação ao 
material vegetal seco. 
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3.3.2 Estudo termoanalítico  
 
A análise térmica das partes aéreas de C. glandulosus foi realizada por 
termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG). Neste ensaio utilizou-se cadinhos 
de alumínio contendo 5 mg das partes aéreas secas. As curvas de TG/ DTG foram obtidas na 
faixa de temperatura de 20 a 700 °C, com razão de aquecimento de 15 ºC.min-1, utilizando-se 
termobalança modelo TGA 50 (Shimadzu), sob atmosfera dinâmica e fluxo de ar sintético 
(150 mL.min-1). A calibração do instrumento foi verificada antes dos ensaios, empregando-se 
um padrão de oxalato de cálcio monoidratado, conforme norma da The American Society for 
Testing and Materials (ASTM, 1993).  
 
3.4 ENSAIO SISTEMÁTICO DE FITOQUÍMICA PRELIMINAR  
 
 O estudo qualitativo dos grupos fitoquímicos das partes aéreas de Croton 
glandulosus foi realizado conforme descrito por Moreira (1979) e adaptado por Miguel 
(2003). 
 
3.4.1 Preparo do extrato aquoso a 20%  
 
Para o preparo do extrato aquoso utilizou-se 40 g do material vegetal seco e 200 mL 
de água destilada levado à maceração em banho-maria (60 °C) por 2 horas, com agitação 
manual ocasional.  
 
3.4.1.1 Pesquisa de heterosídeos antociânicos  
 
O extrato aquoso (5 mL) foi particionado em 3 tubos de ensaio. No primeiro 
adicionou-se ácido clorídrico 1 N até a atingir pH 1. No segundo, adicionou-se hidróxido de 
sódio 1% até atingir pH 10 e no terceiro, foi realizado o ajuste para neutralização do meio em 
pH 7. A reação foi considerada positiva em caso de formação da coloração avermelhada em 
meio ácido; azulada para o meio alcalino e violácea para meio neutro. Em caso de formação 
de coloração verde, a reação é considerada positiva para flavonoides. 
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3.4.1.2 Pesquisa de heterosídeos saponínicos  
 
Os 3 tubos de ensaio utilizados no ensaio para heterosídeos antociânicos (item 
4.4.1.2) foram agitados por 5 minutos e deixados em repouso por mais 30 minutos. A 
ocorrência de espuma com característica persistente, maior ou igual a um centímetro, indica a 
presença de heterosídeos saponínicos.  
 
3.4.1.3 Pesquisa de heterosídeos cianogênicos  
 
Nesta análise, 5 mL do extrato aquoso foram transferidos para um tubo de ensaio, 
seguido da adição de 1 mL de ácido sulfúrico 1N. Posterioemente, suspendeu-se uma tira de 
papel picro-sódico no tubo e este foi levado ao banho-maria (60 °C) por 30 minutos. O 
aparecimento de cor vermelha na tira de papel indica a presença de heterosídeos cianogênicos.  
 
3.4.1.4 Pesquisa de taninos  
 
Em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de extrato aquoso, seguido de 5 gotas de 
solução aquosa de cloreto férrico a 1%. O aparecimento de coloração azul é sugestiva da 
presença de taninos hidrolisáveis, a cor verde pode indicar taninos condensados e a cor 
marrom a presença de polifenóis.  
 
3.4.1.5 Pesquisa de amino grupos  
 
Neste teste, 10 mL de extrato aquoso foram levados à concentração em banho-maria 
(60 ºC) em cápsula de porcelana. Posteriormente em uma tira de papel de filtro, foram 
adicionadas 5 gotas do extrato aquoso concentrado em pontos previamente demarcados. Após 
secagem do papel filtro, este foi nebulizado com solução de ninhidrina e levado à estufa à 
temperatura (100 ºC) por um período de 15 minutos. A reação é considerada positiva, casa 
ocorra o aparecimento de coloração azul-violeta. 
 
3.4.1.6 Pesquisa de ácidos fixos  
 
Neste ensaio, adicionou-se 20 mL do extrato aquoso e 2 mL de NaOH 1N em um 
balão que foi deixado sob refluxo por 30 minutos. Após resfriamento, a solução foi 
45 
acidificada com H2SO4 2N e extraídas 3 porções de 10 mL, com éter etílico. Os extratos 
etéreos foram reunidos, tratados com carvão ativo, filtrados e evaporados em banho-maria (50 
°C) até a secura. O resíduo foi levado a estufa por 10 minutos e adicionado de 5 mL de 
NH4OH 1N. O resíduo amoniacal foi impregnado em tira de papel filtro em 2 pontos 
principais. O papel foi seco em estufa e posteriormente o reativo de Nessler foi gotejado em 
um dos pontos. O aparecimento de cor marrom indica a presença de ácidos fixos.  
 
3.4.1.7 Pesquisa de ácidos voláteis  
 
Neste ensaio, 5 mL do extrato aquoso foram transferidos para um tubo de ensaio e 
acidificados com H2SO4 1N. Uma fita indicadora de pH foi suspendida no tubo e este levado 
ao banho maria (60 °C) por 30 minutos. O aparecimento de valores de pH abaixo de 7 
indicam a presença desses ácidos. 
 
3.4.2 Preparo do extrato hidroalcoólico a 20%  
 
Para o preparo do extrato hidroalcoólico, 40 g das partes aéreas secas de C. 
glandulosus foram maceradas em 200 mL de álcool etílico a 70% (v/v), em banho-maria (70 
ºC) por 1 hora. A partir deste extrato realizou-se extrações consecutivas utilizando-se 
solventes orgânicos de polaridade crescente (hexano, clorofórmio e acetato de etila). O 
processo de fracionamentoi foi realizado agitando-se o solvente em funil de separação, por 10 
vezes com volumes de 20 mL. Ao final de cada extração, completou-se as porções extraídas 
resultantes para o volume de 200 mL com etanol.  
 
3.4.2.1 Pesquisa de alcaloides  
 
Neste ensaio foram utilizados 50 mL de cada fração, levados à secura em banho-
maria a 70 ºC. Após a concentração, o extrato e frações foram ressobilizados em 1 mL de 
etanol e 20 mL de ácido clorídrico a 1%. Posteriormente, as soluções obtidas foram 
transferidas para tubos de ensaio e avaliadas quanto a presença de alcaloides, adicionando-se 
os seguintes reativos: Reativo de Mayer (precipitado ou turvação branca), Reativo de 




3.4.2.2 Pesquisa de leucoantocianidinas  
 
Neste teste, 10 mL do extrato hidroalcoólico e frações foram transferidos para uma 
cápsula de porcelana e levados à secura em banho-maria (60 ºC). O resíduo foi 
ressolubilizado em 5 mL de álcool etílico P.A., seguido da adição de 5 gotas de ácido 
clorídrico concentrado e levados à ebulição. A reação caracteriza-se como positiva pelo 
aparecimento de coloração vermelha.  
 
3.4.2.3 Pesquisa de flavonoides  
 
a) Heterosídeos flavônicos:  
Neste teste 20 mL do extrato hidroalcoólico e frações foram levados à secura em 
banho-maria e ressolubilizados em 10 mL de etanol absoluto. As frações foram transferidas 
para tubos de ensaio e adicionadas de 200 mg de limalha de magnésio e 1 mL de ácido 
clorídrico fumegante. A reação foi considerada positiva para flavonas, em caso de formação 
da cor laranja. A formação da cor violeta indica a presença de flavanonas e a cor vermelha a 
presença de flavonois. 
b) Teste do oxálico bórico ou reação de Taubock:  
Em cápsula de porcelana, 10 mL de cada fração foram levados à secura em banho-
maria (60 °C). Posteriormente, foram adicionados de 5 gotas de acetona (P.A), 30 mg de 
ácido bórico e ácido oxálico (1:1) e a cápsula foi levado a secura novamente. Por fim, 
adicniou-se 5 mL de éter etílico. A reação foi considerada positiva para flavonois, quando 
observado sob lâmpada ultravioleta, o aparecimento de fluorescência amarela esverdeada. 
c) Ensaio de Pacheco 
Neste teste, 10 mL do extrato e frações foram levados à secura, adicionados de 
cristais de acetato de sódio e 0,1 mL de anidrido acético. Em seguida foram adicionados 0,1 
mL de HCl concentrado. A reação foi considerada positiva para dihidroflavonois em caso de 
aparecimento da coloração roxa. 
d) Ensaio com Zinco (Zn) em Ácido clorídrico (HCl) 
Neste teste, 10 mL do extrato e frações foram levados à secura e ressolubilizados em 
10 mL de etanol. Posteriormente, 5 mL da solução foram transferidos para tubos de ensaio e 
adicionados de pastilhas de Zn seguido da adição de HCl fulmigante. A reação foi 
considerada positiva para dihidroflavonois em caso de formação da coloração roxa violeta. 
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3.4.2.4 Pesquisa de cumarinas  
 
Neste teste, 30 mL de cada extrato e frações, foram acidificadas com ácido clorídrico 
2 N até atingir pH 1 e levados à banho-maria (60 ºC), até a concentração de 5 mL. A fração 
hidroalcoólica foi transferida para um funil de separação, extraída duas vezes com 10 mL de 
éter etílico. Já a fração etérea resultante, foi levado diretamente à secura até a concentração de 
5 mL. Os volumes obtidos foram transferidos para tubos de ensaio no volume e adicionados 
de 2 mL de hidróxido de sódio 1 N. Sob lâmpada ultravioleta (366 nm por 15 min) a 
formação de fluorescência de coloração azul ou verde-amarelada, torna a reação positiva para 
cumarinas. O extrato residual foi aplicado em papel filtro sob três pontos. A mancha 1 
(coberta com papel alumínio) e mancha 2 (não coberta) foram tratadas com NaOH 1N. O 
papel filtro foi posto sob luz ultravioleta e a formação de fluorescência de cor azul ou verde-
amarelada na mancha 2, também torna a reação positiva. 
 
3.4.2.5 Pesquisa substâncias iridoidais 
 
Foram transferidos 2 mL do extrato e frações, para três tubos de ensaio. No primeiro 
foram adicionados cristais de floroglucinol e 1 mL de HCl. A reação é considerada positiva 
em caso do aparecimento de coloração verde escura. No segundo tubo, foram adicionadas 
duas gotas de ácido sulfúrico e o aparecimento da coloração rosa violácea torna a reação 
positiva. No terceiro tubo, foram adicionados cristais de vanilina e duas gotas de ácido 
sulfúrico, em caso de reação positiva observa-se o aparecimento de coloração rosa cereja. 
 
3.4.2.6 Pesquisa de heterosídeos antraquinônicos  
 
Neste teste, 30 mL do extrato e frações foram transferidos para balões, adicionados 
de 5 mL de ácido sulfúrico a 10 % e deixados sob refluxo por 30 minutos. O volume final foi 
filtrado, adicionado de 30 mL de água destilada e a fração orgânica das frações foi extraída. O 
extrato hidroalcoólico foi extraído 2 vezes com 10 mL de éter etílico. Os extratos resultantes 
foram concentrados em banho-maria (60 °C) até o volume de 5 mL e submetidos à da reação 
de Bornträger, a qual adiciona-se 5 mL de solução de hidróxido de amônio. O aparecimento 




3.4.2.7 Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos  
 
a) Reação de Liebermann-Bourchard:  
Neste teste, 30 mL do extrato e frações foram levados à secura em banho-maria (60 
°C) e ressolubilizados em 5 mL de clorofórmio, seguido de filtração. Os extratos obtido foram 
transferidos para tubos de ensaio em diferentes volumes (0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL) 
completando-se para 2 mL com clorofórmio. Posteriormente, realizou-se a reação de 
Liebermann-Bourchard, adicionando-se 1 mL de anidrido acético e 2 mL de H2SO4 
concentrado, na qual a formação de cor rósea escura ou azul indica a presença da função 
carbonila na posição 3 e dupla ligação entre os carbonos 5 e 6. A formação de coloração verde 
indica a presença da função carbonila na posição 3 e ligação dupla nas posições 5 e 6, e a 
formação da cor amarela, indica a existência de uma metila no carbono 14.  
b) Reação de Keller Kiliani:  
Neste teste, 2 mL do extrato e frações foram levados à secura em banho-maria (60 
°C), adicionados de 2 mL de ácido acético glacial e 0,2 mL de cloreto férrico a 1%. 
Posteriormente, realizou-se a transferência para um tubo de ensaio contendo 2 mL de ácido 
sulfúrico concentrado. A obtenção de cor na zona de contato dos sistemas líquidos e/ou 
coloração na fase acética, sugere a presença de desoxi açúcares, sendo azul indicativo de 
esteroides e verde para triterpenos.  
 
3.5 EXTRAÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL DE C. glandulosus: ESTUDOS QUÍMICOS E 
BIOLÓGICOS 
 
3.5.1 Extração do óleo essencial de C. glandulosus 
 
As partes aéreas de C. glandulosus, secas em temperatura ambiente, foram 
submetidas à extração do óleo essencial, por meio da técnica de hidrodestilação em Clevenger 
por um período de 6 seis horas, conforme descrito pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 
2019). O balão acoplado ao aparelho de Clevenger foi mantido sobre uma manta térmica a 95 
°C, aproximadamente e o rendimento do óleo calculado pela fórmula (1):  
 
Rendimento óleo % = Quantidade de óleo extraído mL  x 100
Quantidade de material utilizado g
                              (1) 
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3.5.2 Caracterização química do óleo essencial de C. glandulosus 
 
A elucidação da composição química do óleo essencial das partes aéreas de C. 
glandulosus foi realizada por cromatografia gasosa (CG), cujo sistema empregado foi 
acoplado a um espectrômetro de massa (Shimadzu® CG-EM – QP 2010 Plus equipado com 
coluna capilar Rtx-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm). Injetor em modo splitless a 250 °C, 
interface e fonte de íons a 201 °C. A voltagem de ionização foi ajustada em 70v e a faixa de 
varredura de massas analisada foi entre m/z 40 e m/z 380, utilizando-se Hélio (He) como gás 
de arraste. Rampa de injeção para análise com temperatura do injetor iniciou-se em 60 °C e 
foi aumentada em uma taxa de 3 °C por minuto, até atingir 250 °C. A pressão interna da 
coluna foi de 20 psi. Para a identificação dos compostos químicos do óleo essencial, os dados 
obtidos no cromatograma, foram comparados com a biblioteca de espectros de massa da 
NIST-14 e identificados utilizando-se o Índice de Kovats também. Considerou-se 
identificados apenas os compostos que corresponderam nas duas análises (ADAMS, 2007). 
 
3.5.3 Ensaio de toxicidade preliminar do óleo essencial 
 
3.5.3.1 Ensaio de toxicidade em Artemia salina 
 
Este ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por Meyer et al. (1982), 
com modificações. Os ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir por 48 horas, em 
solução salina (pH 9, 30 g L-1 de sal marinho Blue Treasure®), sob aeração contínua, luz 
artificial e temperatura controlada entre 27 ºC e 30 ºC. Após a eclosão dos ovos, 10 náuplios 
de Artemia salina foram transferidas para tubos de ensaio pequenos, contendo 5 mL das 
diluições das amostras de óleo essencial (0,05% de polissorbato 80 em solução salina), nas 
concentrações de 10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 μL/mL (v/v). Como controle positivo 
utilizou-se sulfato de quinidina, nas mesmas concentrações que a amostra. Os tubos foram 
mantidos a temperatura ambiente (27±2 °C), por um período de 24 horas e posteriormente 
realizada a contagem dos náuplios sobreviventes. Os resultados foram submetidos a 
tratamento estatístico utilizando-se o método Probitos no programa SPSS versão 6.0 (SPSS, 
1993), o qual forneceu os valores de CL50 com 95% de confiabilidade. O ensaio foi realizado 




3.5.3.2 Avaliação da capacidade hemolítica em eritrócitos de carneiro 
 
A capacidade hemolítica foi realizada conforme metodologia descrita por Aslam et 
al. (2012). Para preparo da solução de hemácias utilizou-se sangue de carneiro desfibrilado 
(Newprov®) como fonte de obtenção dos eritrócitos. O sangue homogeneizado foi lavado 3 
vezes com PBS pH 7,4 (NaCl 58,44 g/mol, KCl 74,5513 g/mol, Na2HPO4 141,96 g/mol, 
KH2PO4 136,086 g/mol, água qsp.) a 4 °C, centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos e o 
sedimento eritrocitário ressuspendido até a concentração de 2,5% em PBS. A solução estoque 
(SE) das amostras e controles foi preparada na concentração de 1mg/mL, solubilizadas em 
solução de PBS contendo 10% de metanol. As diluições foram realizadas a partir das SEs, 
diluindo-as em PBS, para obtenção das seguintes concentrações: 75, 100, 250, 500, 750, 1000 
μg/mL. Como controle positivo utilizou-se Triton 0,1% e como controle negativo, soluções de 
PBS e metanol 10%. Para fins de comparação dos resultados, utilizou-se saponina como 
padrão hemolítico, nas mesmas concentrações que as amostras.  
Em microtubos de centrifugação (Eppendorf®), adicionou-se 20 μL da amostra ou 
controles e 180 μL da solução de hemácia (2,5%), incubando-os em estufa a 37±0,5 ºC por 30 
minutos. Após o período de incubação, as amostras foram submetidas ao banho de gelo por 5 
minutos e centrifugadas a 3000 rpm (5 minutos). Retirou-se 100 μL do sobrenadante 
hemolisado e diluiu-se em 900 μL de PBS. Posteriormente, transferiu-se 200 μL da diluição 
para microplacas de 96 poços para leitura das absorbâncias a 576 nm (Espectrofotômetro 
Multiskan FC, Thermo Scientific®). O teste foi realizado em quintuplicata, os resultados 
expressos em % hemólise e calculados conforme a fórmula (2) (RASOOL et al, 2015). Para a 
verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey 
p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
% Hemólise = Absorbância da amostra (ou padrão) - branco
Absorbância do triton - branco
 x 100                           (2) 
 
 3.5.3.3 Avaliação da capacidade alelopática em Lactuca sativa 
 
Neste ensaio utilizou-se sementes de alface (Lactuca sativa), variedade Babá de 
verão (Topseed®). As amostras foram solubilizadas em polissorbato 80 na proporção 1:1 
(m/m), nas concentrações de 1% 0,1% 0,01% 0,001% de óleo essencial (FUJIWARA et al., 
2017). O teste foi realizado conforme descrito por Silva et al. (2014), em caixas gerboxes, 
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contendo papel filtro (Whatman® n°6) em cada caixa. Dois papeis foram acondicionados no 
fundo da caixa, umedecidos com 6 mL de água destilada e um papel filtro foi colado à tampa, 
onde foi inserido as amostras. Cada caixa gerbox foi dividida em 4 quadrantes, representando 
as replicatas, contendo 5 sementes cada. As gerbox foram levadas à BOD (Biochemical 
oxygen demand) por um período de 7 dias (25±0,5 °C).  
Diariamente as sementes germinadas foram contadas para o cálculo do índice de 
velocidade de germinação (IVG) (fórmula 3), conforme descrito por Maguire (1962). As 
sementes foram consideradas germinadas, após o aparecimento da protusão da radícula 
através do tegumento (DE FEO et al., 2002; ADEGAS et al., 2003). 
 
 +  +   +  ...  +      Soma total = IVG     (3) 
 
No último dia, foi avaliado o crescimento do hipocótilo e radícula das plântulas, 
medindo-se o comprimento em mm destas, com auxílio de um paquímetro.  Para a verificação 
das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, 
utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
3.5.4 Capacidade antioxidante total do óleo essencial de C. glandulosus 
 
3.5.4.1 Avaliação da capacidade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH 
 
O potencial sequestrante do Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) do óleo 
essencial das partes aéreas de C. glandulosus foi determinado por meio de metodologia 
adaptada (MENSOR et al., 2001; SANTOS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2011; 
SALGUEIRO et al., 2014) em diferentes concentrações (100, 250, 500, 750 e 1000 μL/mL). 
Para fins de comparação entre o extrato e frações, utilizou-se o padrão Rutina (Merck®) nas 
concentrações de 2, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 μg/mL). No ensaio foram adicionados 142 μL da 
amostra e 58 μL da solução de DPPH (0,3mM) em microplacas de 96 poços (a quantidade de 
amostra e reagente foi calculado para atingir o volume final de 200 μL na microplaca). Como 
branco utilizou-se a amostra e metanol no lugar do DPPH. Como controle negativo, metanol 
no lugar da amostra e DPPH.  Após 30 minutos de incubação as absorbâncias foram lidas a 
518 nm em espectrofotômetro (Multiskan FC, Thermo Scientific®). Os dados foram 
calculados em porcentagem de inibição conforme a fórmula (4). 
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% Inibição = Absorbância da amostra - branco
Absorbância do controle negativo  - branco
 x 100                               (4) 
 
E os resultados expressos como concentração efetiva para 50% (CE50) de capacidade 
antioxidante, foram obtidos a partir de cálculo utilizando-se a equação da reta da curva 
analítica das amostras (FIGURA 7). Para a verificação das diferenças entre as médias foi 
empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico 
Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
FIGURA 7 - CURVA ANALÍTICA E EQUAÇÃO DA RETA DA RUTINA, NO ENSAIO DE DPPH 


















FONTE: O Autor (2020). 
 
3.5.4.2 Avaliação da capacidade antioxidante pela redução do complexo fosfomolibdênio. 
 
A atividade antioxidante por meio do método da redução do complexo 
fosfomolibdênio foi realizada conforme metodologia descrita por Prieto et al. (1999). As 
soluções estoque (SEs) do óleo essencial, controles positivos rutina, ácido ascórbico e BHT, 
foram preparadas na concentração de 200 μL/mL (em metanol). Em tubos de ensaio, alíquotas 
de 0,3 mL das diluições das amostras foram adicionadas a 3 mL do reativo de 
fosfomolibdênio (fosfato de sódio tribásico 0,1 M (28 mL), solução de molibdato de amônio 
tetraidratado 0,03 M (12 mL), ácido sulfúrico 3 M (20 mL) e água destilada qsp. 100 mL).  Os 
tubos foram fechados, levados ao banho à 95ºC por 90 minutos e deixados esfriar em 
53 
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram transferidas para microplacas de 96 
poços e a leitura das absorbâncias realizadasx a 695 nm (Espectrofotômetro Multiskan FC, 
Thermo Scientific®). A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em atividade 
antioxidante relativa (AAR%) ao controle positivo rutina, ácido ascórbico e BHT, utilizando-
se a fórmula (5): 
 
AAR%= Absorbância da amostra - branco
absorbância do controle positivo - branco
 x 100                                    (5) 
 
Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, 
seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 
2011). 
 
3.6 ESTUDOS QUÍMICOS DO EXTRATO E FRAÇÕES C. glandulosus 
 
3.6.1 Preparo do material vegetal e obtenção do extrato bruto etanólico 
 
As partes aéreas da planta (talos e folhas) foram deixadas a secar em temperatura 
ambiente e posteriormente reduzidas a partículas menores por meio de moagem em moinho 
de facas e martelo. Para obtenção do extrato etanólico bruto, 1.981,2 g de partes aéreas secas 
de C. glandulosus foram submetidas à extração em Soxhlet modificado (número de registro PI 
0601703-7) utilizando-se 8 litros de álcool etílico absoluto P.A, por 48 horas. O extrato obtido 
foi filtrado, separado uma parte para ensaios de atividades biológicas e outra parte 
concentrada em evaporador rotatório (150 rpm/ 45 °C). O extrato resultante foi utilizado para 
o fracionamento com solventes de polaridade crescente.  
 
3.6.2 Fracionamento do extrato etanólico de C. glandulosus 
 
A partir do extrato etanólico bruto (EBR), realizou-se o fracionamento com solventes 
de polaridade crescente (hexano, clorofórmio e acetato de etila), por meio de partição líquido-
líquido em aparelho de Soxhlet modificado (FIGURA 8), sob refluxo contínuo. Ao final do 
processo, todas as frações foram levadas à secura em banho-maria (50±5 °C), para remoção 
total dos solventes. O fracionamento do extrato etanólico resultou nas frações hexânica 
(HEX), clorofórmica (CLO), acetato de etila (FAC) e fração residual (RES). Após este 
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processo, procedeu-se o estudo de composição química, isolamento e identificação de 
substâncias. Em seguida, realizou-se a avaliação do potencial toxicológico preliminar e 
capacidade antioxidante, para direcionamento dos estudos in vivo (FIGURA 8).  
 
FIGURA 8 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANO EM SOXHLET MODIFICADO E 
FLUXOGRAMA DAS ANÁLISES REALIZADAS COM O EXTRATO E FRAÇÕES 
 
ANÁLISE QUÍMICA 
PRELIMINAR, ISOLAMENTO E 
IDENTIFICAÇÃO DE GRUPOS 
FITOQUÍMICOS
TESTES DE TOXICIDADE 
PRELIMINAR
ENSAIOS DE POTENCIAL 
ANTIOXIDANTE
ENSAIOS COM EXTRATOS E 
FRAÇÕES
Pesquisa de grupos químicos por CCD
Fingerprint por CLAE
Colunas preparativas com sílica gel
Isolamento da Vitexina
Identificação de Vitexina por RMN 200 MHz
Quantificação da Vitexina por CLAE
Ensaio em Artemia salina
Capacidade hemolítica
Capacidade alelopática
Ação sobre larvas de Aedes aegypti
Ação antimicrobiana (MIC)
Sequestro do radical DPPH
Sequestro do cátion radical ABTS
Redução de Ferro (FRAP)
Redução do complexo  fosfomolibdênio
Sequestro do radical peroxil (ORAC)
Teor do compostos fenólicos 
Correlação de Pearson
 
FONTE: O autor (2020). 
 
3.6.3 Pesquisa de grupos químicos por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) do extrato e 
frações de C. glandulosus  
 
Realizou-se a pesquisa de grupos químicos (esteroides, triterpenos, flavonoides, 
taninos, alcaloides e cumarinas) do extrato etanólico (EBR) e frações HEX, CLO, FAC e 
RES. Para a CCD utilizou-se como fase fixa placas com sílica gel (Merck® 60 F254), 






QUADRO 2 - ANÁLISE DE GRUPOS QUÍMICOS POR CCD 








Presença de banda azul-violácea 
e/ou verde (a olho nu) 






Acetato de etila:ácido 
fórmico:água 
destilada (95:3:2) 
Reativo de NEU 
(Flavonoide) 
 
Presença de banda verde e/ou 
amarela e/ou laranja 
fluorescente e/ou castanha (sob 





Presença de banda azul (taninos 
hidrolisados) e/ou verde escura 
(taninos condensados) Presença 
de banda castanha escura a 
preta (polifenóis, a olho nu) 
Alcaloides 
Clorofórmio:metanol 
(95:5) c/ universo 
amônio 
Dragendorff Presença de banda de coloração tijolo (a olho nu) 
Valente et.al, 
2006 
Cumarinas Tolueno:acetato de etila (80:20) 
Reativo de NEU 
e Hidróxido de 
sódio 1N 
Presença de banda azul 
fluorescente sob luz UV (254 
nm) que se intensifica com a 
adição de Hidróxido de sódio 
Miguel, 2003 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Reativo de NEU: difenilboriloxietilamina 1% em metanol seguido de polietilenoglicol 4000 5% em 
etanol. 
 
3.6.4 Isolamento e identificação de substâncias puras da fração acetato de etila de C. 
glandulosus 
 
3.6.4.1 Isolamento de substâncias químicas da fração acetato de etila de C. glandulosus 
 
Para isolamento de compostos químicos a partir da fração acetato de etila, utilizou-se 
uma coluna cromatográfica gravimétrica e sílica em gel (60 Merck 0,063 – 0,200 mm) como 
fase estacionária. Como fase móvel, utilizou-se gradiente de concentração contendo acetato de 
etila e hexano na proporção de 70:30 até 95:5, seguido da fase acetato de etila e metanol, 
variando as concentrações entre 95:5 à 15:85.  
 
3.6.4.2 Identificação das substâncias puras isoladas da fração acetato de etila de C. 
glandulosus 
 
Para identificação das substâncias isoladas, utilizou-se o espectrômetro de RMN 
Bruker® modelo DPX 200 MHz, observando-se os núcleos de 1H e 13C. As amostras foram 
solubilizadas em DMSO-d6 (dimetilsulfóxido deuterado) contendo 0.03 % TMS 
(Tetrametilsilano) que foi utilizado para referenciar o espectro. A determinação da estrutura 
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das substâncias foi realizada com base na comparação de dados espectroscópicos de 
deslocamento do 1H e do 13C encontrados na literatura. 
 
3.6.5 Quantificação da vitexina e Fingerprint do extrato e frações por Cromatografia Líquida 
de Alta Eficiência com detector de Ultravioleta (CLAE-UV). 
 
A obtenção do fingerprint do extrato e frações foi realizada de acordo com o método 
descrito por Paula (2014), empregando-se o equipamento de Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência (CLAE-UV) com detector de Ultravioleta (Varian® modelo ProStar). Utilizou-se 
uma coluna de fase reversa C18 (Waters 4,6x150 mm) e 2 fases móveis: metanol grau CLAE 
(Fase A) e ácido fosfórico aquoso a 1% (Fase B). O extrato EBR e frações CLO, FAC e RES, 
foram preparados na concentração de 1mg/mL em metanol grau CLAE. 
Para eluição das amostras, o volume injetado foi de 20 μL (25 ºC) com vazão de fluxo 
da bomba de 1 mL.min-1 e detecção por varredura de espectro de 200 nm a 400 nm. Realizou-
se um gradiente de concentração iniciando-se com 5% de fase A e 95% da fase B (constante 
de 0 a 5 min). A partir dos 5 min até 35 min aumentou-se a porcentagem de fase A e reduziu-
se a porcentagem de fase B. Aos 35 minutos a condição experimental foi alterada e 
estabelecida em 95% (Fase A) e 5% (Fase B), com manutenção dessas concentrações até os 
40 minutos de análise. Para a quantificação da vitexina no extrato EBR e frações CLO, FAC e 
RES, realizou-se a construção de uma curva de calibração construída com injeções de 5 
concentrações, em triplicata (12,5 μg/mL a 50 μg/mL) do padrão de Vitexina (Aldrich 99% 
de pureza). Os resultados foram expressos em μg de vitexina por mg de extrato ou fração 
(μg/mg). 
 
3.7 ESTUDOS BIOLÓGICOS DO EXTRATO BRUTO E FRAÇÕES DE C. glandulosus 
 
3.7.1 Avaliação da letalidade de Artemia salina do extrato e frações 
 
Este ensaio foi realizado conforme item 3.5.3.1, seguindo a metodologia descrita por 
Meyer et al. (1982), com modificações. A solução estoque (SE) do extrato e frações, foi 
preparada na concentração de 1 mg/mL solubilizadas em solução salina com 1% de DMSO. 
As amostras foram testadas em 7 concentrações diferentes (10, 50; 100, 250, 500, 750 e 1000 
μg/mL), diluídas a partir da SE. Como controle negativo utilizou-se uma solução de DMSO 
1% em solução salina e como controle positivo sulfato de quinidina, nas mesmas 
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concentrações que a amostra. Os resultados foram submetidos a tratamento estatístico 
utilizando-se o método Probitos no programa SPSS versão 6.0 (SPSS, 1993), o qual forneceu 
os valores de CL50 com 95% de confiabilidade. O ensaio foi realizado em quintuplicata.  
 
3.7.2 Avaliação da capacidade hemolítica do extrato e frações 
 
A atividade hemolítica foi realizada conforme item 3.5.3.2 seguindo a metodologia 
descrita por Aslam et al. (2012) e descrita anteriormente no ensaio de óleo essencial. Utilizou-
se sangue de carneiro desfibrilado (Newprov®) como fonte de obtenção dos eritrócitos na 
concentração de 2,5% em PBS. Para o extrato, frações e padrões, realizou-se uma solução 
estoque (SE) preparada na concentração de 1mg/mL em PBS e 10% de metanol. 
Posteriormente, realizou-se diluições das amostras em PBS nas concentrações de 100, 250, 
500, 750, 1000 μg/mL.  
Como controle positivo (100% de hemólise) utilizou-se Triton 0,1% (solubilizado em 
água destilada) e como controle negativo, soluções de PBS e metanol 10% (diluído em PBS). 
Para fins de comparação dos resultados, utilizou-se saponina como padrão hemolítico e 
Rutina (Merck®) como padrão anti-hemolítico, nas mesmas concentrações que a amostra. O 
teste foi realizado em quintuplicata e os resultados foram expressos em % hemólise 
(RASOOL et al., 2015). Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o 
teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 
5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
3.7.3 Avaliação da capacidade alelopática em Lactuca sativa dos extratos e frações 
 
Neste ensaio utilizou-se sementes de Lactuca sativa (Dicotiledônea), popularmente 
conhecida como alface, da variedade Babá de verão (Topseed®). O ensaio foi realizado 
conforme descrito por MACIAS et al. (2000), CHON et al. (2005) e DIAS et al. (2005), com 
modificações. O teste foi realizado em caixas gerboxes, contendo 2 papéis filtro (Whatman® 
n°6) acomodados no fundo de cada caixa. Extrato e frações, foram solubilizados em metanol 
nas concentrações de 100, 250, 500, 750 e 1000 μg/mL. Adicionou-se 6 mL das amostras nas 
caixas contendo o papel filtro, e estas foram deixadas sob fluxo laminar para evaporação do 
solvente, por um período de 24 horas.  
Como controle negativo, utilizou-se água destilada e metanol (que foi evaporado), 
nas mesmas condições que as amostras. Para cada amostra, foram utilizadas duas gerboxes, 
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uma para avaliação do crescimento e outra para avaliação da germinação. Cada gerbox foi 
dividida em 4 quadrantes, representando a quadruplicata, contendo 5 sementes em cada 
conforme demonstrado na FIGURA 9. 
 
FIGURA 9 - ENSAIO DE ALELOPATIA COM EM GERBOX 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Esquematização de gerbox dividida em 4 quadrantes, contendo 5 sementes cada exemplicadas em 
círculos amarelos. 
 
Após a secagem, os extratos foram ressuspensos com a adição de 6 mL de água 
destilada. Posteriormente, adicionou-se as sementes e as gerboxes foram levadas à BOD 
(Biochemical oxygen demand) por um período de 7 dias (25±0,5 °C). Durante este período, 
diariamente as sementes foram avaliadas quanto à sua germinação para cálculo do índice de 
velocidade de germinação (IVG), conforme descrito por Maguire (1962) e demonstrado no 
item 3.5.3.3. As sementes foram consideradas germinadas, após o aparecimento da protusão 
da radícula através do tegumento (DE FEO et al., 2002; ADEGAS et al., 2003). No último 
dia, foi avaliado o comprimento (mm) do hipocótilo e radícula das plântulas de alface, com 
auxílio de um paquímetro. Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o 
teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 
5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
3.7.4 Avaliação da capacidade larvicida em Aedes aegypti do extrato hexânico  
 
 No teste de capacidade larvicida, utilizou-se a linhagem “Rockfeller” de Aedes 
aegypti Linneaus 1762 (Diptera: Culicidae), cedido pelo Instituto Oswaldo Cruz (Estado do 
Rio de Janeiro, Brasil) da coleção original no CDC (Centro de Controle de Doenças, Porto 
Rico, EUA), conforme metodologia descrita pela WHO (2009) e por Grzybowski, et al. 
(2012). As colônias do mosquito foram mantidas no Laboratório de Medicina e Entomologia 
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Veterinária do Departamento de Zoologia da UFPR, a 25 °C e 80% de umidade relativa. O 
teste foi aprovado pelo comitê de ética em experimentação animal do setor de Ciências 
biológicas, sob o número 719 (ANEXO 1).  
As fêmeas adultas dos mosquitos foram alimentadas com sangue de ratos Wistar para 
estimular a oviposição de ovos; que foram depositados em papel de filtro previamente 
colocado em recipiente plástico contendo água mineral (Ouro fino®). Os ovos coletados, 
foram novamente colocados em bandeja com água mineral (desclorada) e ração para peixe 
triturada (Tetramin®). A bandeja foi incubada a 28±0,2 °C com fotoperíodo de 12 h, em 
estufa BOD (Biochemical oxygen demand) para a eclosão do 1º instar de larvas e 
permaneceram sob estas condições até sua evolução para o terceiro instar.  
No bioensaio, foi utilizado o extrato hexano, devido aos resultados encontrados no 
teste de capacidade hemolítica. O teste larvicida com A. aegypti, foi realizado em 
quadruplicata, em 6 concentrações diferentes da amostra (50, 100, 250, 500, 750 e 1000 
μg/mL) solubilizadas em água mineral e 5% de metanol. O número de larvas por repetição foi 
de n = 15, sendo que no experiemento foi utilizado um total de 60 larvas.  
Para cada repetição, as larvas foram acondicionadas em recipientes plásticos de 300 
mL, contendo 200 mL de solução da amostra. Utilizou-se como controle negativo, o grupo de 
larvas expostas apenas à água mineral e como controle do solvente, o grupo contendo a 
solução aquosa com 5% de metanol. Posteriormente, os recipientes com as larvas foram 
mantidos em BOD (26 °C) com fotoperíodo de 12 horas, por 24 horas. Após esse período foi 
realizada a contagem das larvas vivas e mortas para a determinação dos valores de CL50 e 
intervalos de confiança (95%), por meio do método de probitos no programa SPSS versão 6.0 
(SPSS, 1993). 
 
3.7.5 Avaliação da atividade antimicrobiana pelo ensaio de Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) do extrato e frações  
 
Para o ensaio antimicrobiano por Concentração Inibitória Mínima (CIM) ou em inglês 
MIC (minimum inhibitory concentration), utilizou-se cepas bacterianas de Staphylococcus 
aureus (ATCC 25913), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 
27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), 
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e cepas 
do fungo Candida albicans (ATCC 14053). 
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3.7.5.1 Avaliação da atividade antibacteriana do extrato e frações 
 
Para obtenção dos valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM), realizou-se o 
ensaio de microdiluição em caldo (CLSI, 2008a). Os extratos e frações foram preparados por 
meio da diluição seriada em 100 μL de caldo Mueller-Hinton (MHB – Merck, Darmstadt, 
Alemanha) em microplacas estéreis de 96 poços com fundo em forma de “U", em um 
intervalo de concentração de 100; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 μg/mL. As 
suspensões bacterianas foram preparadas em solução salina fisiológica na concentração de 
1,0x108 UFC/mL, equivalente ao padrão de McFarland 0,5. Posteriormente 5 μL da suspenão 
bacteriana foram inoculadas nos orifícios da placa, para obtenção da concentração final de 104 
UFC/mL. 
Como controle negativo, utilizou-se a atividade inibitória dos diluentes etanol e 
DMSO, no qual adicionou-se 100 μL de solução de etanol 10% e DMSO 2% em 100 μL de 
MHB e 5 μL dos inóculos bacterianos.  
Para o controle de esterilidade, utilizou-se 100 μL de MHB e 100 μL do extrato e 
frações. A viabilidade bacteriana (controle positivo), foi preparada com 100 μL de MHB e 5 
μL dos inóculos bacterianos. As microplacas foram incubadas em estufa bacteriológica (35 
°C) por um período de 20 horas. Posteriormente, adicionou-se 20 μL de solução aquosa de 
TTC (Cloreto Trifenil Tetrazolio – Merck, Darmstadt, Germany) a 0,5% e as microplacas 
foram reincubadas por 3 horas (35 °C). Em seguida realizou-se a leitura visual dos resultados, 
no qual o aparecimento da coloração vermelha nos poços, é indicativo da ausência da 
atividade antimicrobiana, para a substância testada.  
 
3.7.5.2 Atividade antifúngica do extrato e frações 
 
Em microplacas de 96 poços com fundo em “U”, foram preparadas diluições seriadas 
dos extratos e frações, em meio líquido RPMI 1640 (Instituto Roswell Park Memorial - 
Gibco/Invitrogem, Nova York, EUA), em um intervalo de concentração de 100; 500; 250; 
125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 μg/mL (CLSI, 2008b). As diferentes suspensões fúngicas 
foram preparadas em solução salina fisiológica na concentração inicial de 1,0 x 108 UFC/mL. 
Estas foram diluídas em meio líquido para uma concentração final de 1,0 a 5,0 x 103 
UFC/mL. Posteriormente, inoculou-se 100 μL deste preparado, nos orifícios das microplacas, 
que foram incubadas (35 °C) por um período de 48 horas. Após este período, adicionou-se 20 
μL de TTC 0,5% e as placas foram novamente incubadas por 3 horas (35 °C). Em seguida 
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realizou-se a leitura visual dos resultados, no qual o aparecimento da coloração vermelha, é 
indicativo da ausência da atividade antimicrobiana. 
 
3.7.5.3 Interpretação dos resultados  
 
Resultados com ausência de atividade microbiana até a concentração de 100 μg/mL, 
é indicativo de bom potencial inibitório. Ausência de atividade microbiana entre 100-500 
μg/mL, é indicativo de atividade inibitória moderada. Ausência de atividade microbiana entre 
500-1000 μg/mL, é indicativo de atividade inibitória fraca. Acima de 1000 μg/mL a amostra é 
considerada com ausência de atividade inibitória (AYRES et al., 2008; SOUZA et al., 2014).  
 
3.8 ESTUDOS DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DAS 
PARTES AÉREAS DE C. glandulosus 
 
3.8.1 Capacidade de captura do Radical DPPH do extrato e frações 
 
Para avaliação do potencial antioxidante por DPPH, foi utilizada a técnica adaptada 
de MENSOR et al. (2001), SANTOS et al. (2007), NASCIMENTO et al. (2011) e 
SALGUEIRO et al. (2014), conforme descrito no item 3.5.4.1. A solução de DPPH na 
concentração de 0,03 mM foi preparada minutos antes de sua utilização. As soluções estoque 
(SE) do extrato e frações foram preparadas em uma concentração de 1mg/mL e solubilizados 
em metanol. A partir da SE foram preparadas diluições em metanol em 7 concentrações, 
variando de 2 μg/mL a 500 μg/mL. Para fins de comparação entre os extratos, utilizou-se 
Rutina (Merck®) cuja curva foi construída nas seguintes concentrações; 2, 6, 8, 10, 12, 14 e 
16 μg/mL.  
Em microplacas de 96 poços, foram adicionados 142 μL da amostra e 58 μL da 
solução de DPPH (0,3mM), sob abrigo da luz. Como branco utilizou-se a amostra e metanol 
no lugar do DPPH. Como controle negativo, metanol no lugar da amostra e DPPH.  
Posteriormente, as microplacas foram incubadas por 30 minutos e as absorbâncias obtidas a 
518 nm em espectrofotômetro (Multiskan FC, Thermo Scientific®). Os resultados foram 
expressos em porcentagem de inibição. A concentração efetiva para 50% de capacidade 
antioxidante (CE50) foi obtida a partir de cálculo utilizando-se a equação da reta obtida pela 
confecção da curva analítica das amostras. Para a verificação das diferenças entre as médias 
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foi empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa 
estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
3.8.2 Captura do cátion radical ABTS do extrato e frações 
 
O potencial antioxidante pelo método de captura do ABTS•+ [2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-ácido sulfônico] foi realizado conforme a metodologia descrita por Re et 
al. (1999), modificado por Payet et al., (2005). Extrato e frações foram testados em 7 
concentrações diferentes variando de 250 - 500 μg/mL (solubilizadas em metanol), para 
confecção de curva analítica e obtenção da equação da reta. A solução de ABTS•+ foi 
previamente preparada com persulfato de potássio 140 mM e ABTS 7 mM e deixada reagir 
por 16 horas. Em microplacas de 96 poços, adicionou-se 280 μL de solução de ABTS•+ e 20 
μL de amostra, sob abrigo de luz. Incubou-se as placas por 5 minutos a 30 °C e a leitura das 
absorbâncias foi realizada a 734 nm em espectrofotômetro (Multiskan FC, Thermo 
Scientific®). Para fins de comparação entre o extrato e frações, utilizou-se o padrão Rutina 
(Merck®) concentrações de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 55 μg/mL. A curva padrão de trolox foi 
obtida a partir de uma solução de 2 mM, diluída nas concentrações de 50, 100, 150, 200, 250, 
300 e 350 μM (FIGURA 10). Os cálculos de capacidade antioxidante do extrato e frações 
equivalentes em trolox, foram calculados conforme metodologia descrita por Nenadis et al. 
(2004) e Rufino et al. (2007). A partir das absorbâncias obtidas das diferentes concentrações 
de trolox, determinou-se a equação da reta da curva padrão, conforme FIGURA 10.  
 
FIGURA 10 - CURVA PADRÃO E EQUAÇÃO DA RETA DO TROLOX 












Y = - 0 ,0 0 1 2 x + 0 ,6 3 4 7
R 2 = 0 ,9 9 1 4
 
FONTE: O autor (2020). 
63 
 
Posteriormente, calculou-se a absorbância referente a 1.000 μmol de trolox (fórmula 
6) substituindo-se o valor de 1000 na equação da reta da curva padrão de trolox.  
 
y = -ax + b, substituindo “x” temos: y = -a(1000) + b                            (6) 
 
onde:  
x = 1.000 μmol do trolox  
y = Absorbância correspondente a 1.000 μmol de trolox 
 
Em seguida, determinou-se a equação da reta de cada curva padrão do extrato e 
frações e substituiu-se nesta equação o valor de y (absorbância correspondente a 1.000 μmol 
de trolox) encontrado na fórmula 6. O valor obtido para o termo x foi correspondente à 
concentração do extrato ou frações (μg/mL) equivalente a 1.000 μmol de trolox (fórmula 7).  
 
y = -ax + b                                                               (7) 
 
onde:  
y = Absorbância encontrada para 1.000 μmol de trolox   
x = Concentração da amostra (μg/mL) equivalente a 1.000 μmol de trolox 
 
A concentração da amostra (μg/mL) encontrada em x foi dividida por 1.000 para 




                                                         (8) 
 
onde:  
x = Concentração da amostra em μg/mL encontrada para 1.000 μmol de trolox 
Xg = Concentração da amostra em g (gramas) para 1.000 μmol de trolox 
 
O resultado final foi obtido pela divisão de 1.000 pelo valor de Xg encontrado na 
equação anterior, multiplicado por 1 (grama) para obtenção do resultado em μmol de Trolox 
por g de amostra (fórmula 9). 
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μmol trolox por g 1.000
Xg
x1                                                  (9) 
 
onde: 
Xg = Concentração da amostra em g encontrada para 1.000 μmol de trolox 
μmol trolox por g = Capacidade antioxidante encontrada em μmol equivalentes de 
trolox por g de amostra. 
 
Os resultados foram expressos em μmol equivalentes de trolox por g de amostra 
(μmol.eq. Trolox.g-1). Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste 
ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 
(FERREIRA, 2011). 
 
3.8.3 Poder de Redução do Ferro (FRAP) do extrato e frações 
 
O ensaio de FRAP foi realizado seguindo as metodologias estabelecidas por Benzie, 
Strain, 1999; modificada por Pulido, Bravo, Saura-Calixto (2000), sendo adaptado para 
microplacas de 96 poços. Esta técnica se baseia na medida direta da habilidade dos 
antioxidantes da amostra em reduzirem, em meio ácido (pH 3,6), o complexo Fe3+-TPTZ 
(ferritripiridiltriazina) a Fe2+-TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina), de intensa cor azul e absorção 
máxima a 595 nm. O teste de FRAP foi realizado para o extrato e frações, utilizando-se 7 
concentrações diferentes, variando de 80 - 600 μg/mL (solubilizadas em metanol) para 
confecção de curva analítica e obtenção da equação da reta. Para fins de comparação entre o 
extrato e frações, utilizou-se o padrão Rutina (Merck®) nas concetrações de 10, 30, 40, 50, 60 
e 90 μg/mL. 
Resumidamente, adicionou-se em microtubos de 1,2 mL (tipo eppendorfs®), 900 μL 
de reagente FRAP (25 mL de tampão acetato 300 mM, pH 3,6; 2,5 mL de solução TPTZ 
([2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina]) 10 mM em 40 mM HCl e 2,5 mL de FeCl3 20 mM em 
solução aquosa), 90 μL de água destilada e 30 μL de amostra. Transferiu-se 200 μL da 
mistura reacional para microplacas de 96 poços e incubou-se a 37 °C por 30 minutos. 
Realizou-se a leitura a 595 nm em espectrofotômetro (Multiskan FC, Thermo Scientific®). 
Utilizou-se Sulfato Ferroso 2 mM para confecção da curva-padrão, diluído nas concentrações 
de 100, 200, 400, 800, 1000, 1200, 1500 e 1800 μM (FIGURA 11). 
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A partir da equação da reta das amostras, calculou-se a capacidade antioxidante 
equivalente de sulfato ferroso, cujos resultados foram expressos em μmol equivalentes de 
sulfato ferroso por g de amostra (μmol.eq.Sulfato ferroso.g-1). Os cálculos foram realizados 
conforme descrito no item 3.8.2. Para a verificação das diferenças entre as médias foi 
empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico 
Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
FIGURA 11 - CURVA PADRÃO E EQUAÇÃO DA RETA DO SULFATO FERROSO 














Y = 0 ,0 0 0 5 x - 0 ,0 0 6 8
R 2 = 0 ,9 9 8 9
 
FONTE: O autor (2020). 
 
3.8.4 Ensaio de ORAC (Capacidade de absorção de radicais de oxigênio) do extrato e frações 
 
O teste por ORAC foi realizado conforme metodologia proposta por Zulueta; Esteve; 
Frigola (2009). Extrato e frações foram testados nas concentrações de 50 μg/mL. Utilizou-se 
trolox como padrão para confecção da curva analítica e PBS como branco do teste. Em 
microplacas de 96 poços, foram adicionadas 20 μL de amostra ou padrão e homogeneizados 
com 120 μL de fluoresceína (61,2 nM). Posteriormente, a microplaca foi incubada por 10 min 
a 37 °C com 3 min de agitação. Decorrido 10 min, foram adicionados às microplacas 60 μL 
de solução AAPH (19 mM) para dar início a reação. A intensidade de fluorescência (excitação 
= 485 nm/20 nm e emissão= 528/20 nm) foi verificada em modo cinético, com leitura em 
intervalos de 1 min, até que o valor da fluorescência atingisse valor igual ou inferior a 0,5% 
da fluorescência inicial. Todos os reagentes foram preparados em tampão fosfato 75 mM, pH 
7,4. A atividade antioxidante foi expressa em μmol equivalente de trolox por 100g de amostra 
(μmol.trolox.100g-1 de amostra).  
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O valor foi calculado a partir de uma curva de calibração da concentração de trolox em 
função da área sob a curva, calculada conforme a fórmula (10).  
 
Valor ORAC =                  (10) 
 
AUCtrolox = Área sob a curva em um sistema contendo trolox em tampão fosfato 75 mM; 
AUCtrolox = Área sob a curva em um sistema contendo a amostra avaliada; 
AUCtrolox = Área sob a curva em um sistema contendo tampão fosfato 75 mM ou metanol; 
 
AUC = 1 + f1/f0 + f2/f0 + f3/f0 + f4/f0 + ... + f90/f0 + f91/f0. 
 
f0 = fluorescência inicial no tempo 0 min.  
fi = fluorescência no tempo i. 
 
Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, 
seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 
2011). 
 
3.8.5 Capacidade antioxidante pela redução do complexo fosfomolibdênio  
 
O potencial antioxidante do extrato e frações, foi avaliado pelo método de redução 
do complexo fosfomolibdênio, descrito por Prieto, Pineda e Aguilar (1999). As amostras 
foram avaliadas em 7 concentrações; 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 μg/mL. 
Resumidamente, em tubos de ensaios com tampas, alíquotas de 0,3 mL da solução da amostra 
foram adicionadas a 3 mL da solução reagente (ácido sulfúrico 3 M, fosfato de sódio 0,1 M e 
molibdato de amônio 0,03 M). Os tubos foram fechados e levados ao banho termostatizado à 
95ºC por 90 min. Após o resfriamento, transferiu-se 200 μL da solução para microplacas de 
96 poços e a leitura realizada em espectrofotômetro (Multiscan FC, Thermo Scientific®) no 
comprimento de onda de 695 nm.  
Para fins de comparação com o extrato e frações, utilizou-se o padrão Rutina 
(Merck®), avaliada nas mesmas concentrações que a amostra. Para confecção da curva padrão 
utilizou-se ácido ascórbico (FIGURA 12) nas concentrações de 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 
200 μg/mL. A partir da equação da reta das amostras, calculou-se a capacidade antioxidante 
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equivalente em ácido ascórbico, cujos resultados foram expressos em mg equivalente ácido 
ascórbico por g de amostra (mg.AA.g-1 de amostra).  
 
FIGURA 12 - CURVA PADRÃO E EQUAÇÃO DA RETA DO ÁCIDO ASCÓRBICO 













Y = 0 ,0 0 3 5 x + 0 ,0 9 6 9
R 2 = 0 ,9 9 2 9
 
FONTE: O autor (2020). 
 
A partir da equação da reta das amostras, calculou-se a capacidade antioxidante 
equivalente em ácido ascórbico. Primeiramente, calculou-se a concentração equivalente a 200 
μg/mL de ácido ascórbico conforme fórmula (11). 
 
y = -ax + b                                                             (11) 
 
onde:  
x = Absorbância correspondente a 200 μg/mL de ácido ascórbico 
y = Concentração da amostra equivalente a 200 μg/mL de ácido ascórbico 
 
A concentração da amostra encontrada em y foi dividida por 200 para obtenção do 
valor em g (gramas) conforme fórmulas (12) e (13). 
 
Yg gramas = y
200
                                                       (12) 
 
onde:  
y = Concentração da amostra equivalente a 200 μg/mL de ácido ascórbico 
Yg = Concentração da amostra em g de ácido ascórbico 
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Para encontrar o valor equivalente em ácido ascórbico representado em gramas, 





                                                             (13) 
 
onde:  
Yg = Concentração da amostra em g de ácido ascórbico 
Yeq. = Concentração da amostra equivalente em g de ácido ascórbico 
 
O resultado final (mg/g) foi obtido pela multiplicação de Yeq. por 1000 (fórmula 14). 
 
mg.AA.g-1= Yeq.* 1                                                     (14) 
 
onde:  
Yeq. = Concentração da amostra equivalente em g de ácido ascórbico 
* = Multiplicação 
mg.AA.g-1 = Atividade antioxidante em mg equivalente de ácido ascórbico por g de 
amostra. 
 
Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, 
seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 
2011). 
 
3.8.6 Teor de compostos fenólicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau 
 
Este ensaio foi realizado baseado em Zieliński; Kozłowska (2000), com adaptações 
para tubos de 1,5 mL tipo eppendorfs®. Extratos e frações foram analisados em 7 
concentrações diferentes (100 – 400 μg/mL). Em eppendorfs® de 1,5 mL adicionou-se 600 μL 
de água destilada, 200 μL da amostra, padrão ou branco, 100 μL de reagente Folin 1N e 100 
μL de Carbonato de sódio 25%. Após 30 minutos (25±5 °C sobre abrigo de luz), realizou-se a 
leitura (microplaca) em espectrofotômetro (Multiskan FC, Thermo Scientific®) a 700 nm. 
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Várias concentrações de ácido gálico; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 μg/mL, foram 
utilizadas para obtenção da curva de padrão e equação da reta (FIGURA 13). 
 
FIGURA 13 - CURVA PADRÃO E EQUAÇÃO DA RETA DO ÁCIDO GÁLICO 












Y = 0 ,0 1 x + 0 ,0 5 0 4
R 2 = 0 ,9 9 5 3
 
FONTE: O autor (2020). 
 
A partir da equação da reta do ácido gálico (fórmula 15), calculou-se o teor de 
compostos fenólicos, cujos resultados foram expressos em mg de ácido gálico equivalente por 
grama de amostra (mg.EAG.g-1).  
 
y = -ax + b                                                           (15) 
 
onde:  
x = Concontração da amostra em μg/mL equivalente de ácido gálico 
y = Absorbância da amostra em μg/mL 
 
Posteriormente realizou-se a conversão dos resultados para mg/g, conforme fórmulas 





                                                            (16) 
 
onde:  
x = Concontração da amostra em μg/mL equivalente de ácido gálico 






                                                         (17) 
 
onde:  
Xg = Concontração da amostra em g equivalente de ácido gálico 
Xmg/g = Concontração da amostra em mg/g equivalente de ácido gálico 
DAg/mL = Diluição da amostra utilizada no teste em g por mL. 
 
Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, 
seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 
2011). 
 
3.8.7 Teste estatístico de Correlação de Pearson 
 
Para o teste de correlação de Pearson entre as atividades antioxidantes e o teor de 
compostos fenólicos, utilizou-se o programa estatístico SPSS versão 23.0. Para a interpretação 
dos valores de correlação de Pearson, os coeficientes (r) foram classificados em: muito fraco 
(0,0 – 0,2), fraco (0,2 – 0,4), moderado (0,4 – 0,7), forte (0,7 – 0,9) e muito forte (0,9 – 1,0), 
segundo Rowntree (1981), tendo p<0,05 como significativo. 
 
3.9 ESTUDOS DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DAS 
PARTES AÉREAS DE C. glandulosus 
 
Após os ensaios de capacidade antioxidante, realizou-se ensaios de proteção 
hemolítica contra a ação do radical AAPH, bem como ensaio de ativação de neutrófilos 
humanos e atividade antitumoral em diferentes linhagens celular, para direcionamento das 
atividades farmacológicas (FIGURA 14). 
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FIGURA 14 - ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLÓGICAS 
POTENCIAL 
ANTIOXIDANTE




Inibição da hemólise induzida por AAPH
Ativação de neutrófilos humanos
Viabilidade celular  de neuroblastomas por MTT
Ensaios bioguiados em Camundongos:
Atividade antitumoral do Carcinoma de Ehrlich 
Inibição da hepatotoxicidade induzida por CCl4 
Avaliação do Estresse Oxidativo 
Análises histológicas
 
FONTE: O autor (2020).  
 
3.9.1 Ensaio antioxidante em eritrócitos de carneiro induzido por AAPH, das frações acetato 
de etila e residual 
 
3.9.1.1 Preparo da solução de eritrócitos  
 
As amostras de sangue foram coletadas de voluntários saudáveis, em tubos contendo 
EDTA. Foram transferidos 3 mL de sangue para um tubo de falcon, centrifugando por 5 min. 
a 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado e desprezado. O procedimento foi realizado até 
obtenção de sobrenadante límpido. A papa de hemácias resultante foi diluída a 5% em PBS (4 
°C). O teste foi realizado com as frações, extrato bruto, óleo essencial e isolados das plantas, 
utilizando como referências as mesmas concentrações obtidas no teste de DPPH 
(BANERJEE, 2008).   
 
3.9.1.2 Avaliação da capacidade hemolítica induzida por AAPH 
 
O ensaio de capacidade hemolítica induzida por AAPH foi realizada de acordo com a 
metodologia descrita por Banerjee et al. (2008). Utilizou-se as frações FAC e RES, em 
concentrações que variaram de 8 – 200 μg/mL. Para que os ativos contidos nas frações fossem 
absorvidos pelos glóbulos vermelhos, a solução de eritrócitos (180 μL) foi pré-incubada com 
as amostras (20 μL), por 30 min a 37 °C. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas 
e o sobrenadante hemolisado foi retirado e desprezado. As células pré-tratadas com as frações, 
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foram submetidas à hemólise por meio de uma solução de PBS com AAPH 50 mM. A 
mistura reacional foi incubada por 3 horas a 37 °C e centrifugada a 3000 rpm. O sobrenadante 
foi retirado e colocado em microplacas de 96 poços, para leitura em espectrofotômetro a 540 
nm. A capacidade anti-hemolítica foi dada em porcentagem conforme fórmula (18) 
(RASOOL et al., 2015). 
 
% Hemólise = Absorbância da amostra (ou padrão) - branco
Absorbância do triton - branco
 x 100                         (18) 
 
Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, 
seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 
2011). 
 
3.9.2 Ensaio de verificação de ânions superóxidos em neutrófilos humanos tratados com 
vitexina 
 
3.9.2.1 Separação dos neutrófilos 
 
O ensaio foi submetido e aprovado pelo comitê de ética para pesquisas em humanos 
(Número de registro CEP/SD: 1033.158.10.11) ANEXO 2. Para a análise de ativação dos 
neutrófilos, utilizou-se o método adaptado e modificado de Park, Fikrig e Smithwick (1968), 
Park e Good (1970), Levinsky et al. (1983), Markert, Andrews e Babior (1984) e Abreu et al. 
(2009).  
Primeiramente procedeu-se a separação de neutrófilos, a partir de sangue de 
indivíduos saudáveis. Em um tubo de falcon, adicionou-se 36 mL de água destilada e 3 mL de 
sangue, homogeneizando delicadamente por 30 segundos. Em seguida, adicionou-se 12 mL 
de tampão PBS (Phosphate Buffered Saline) 4x (4 vezes mais concentrado), homogeneizando 
por 15 segundos, seguido de centrifugação a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 
desprezado para retirada das células que hemolisaram e ao sedimento foi adicionado 3 mL de 
PBS normal, ressuspendendo, delicadamente, com auxílio de uma pipeta de pasteur.  
Em outro tubo de falcon, colocou-se 3 mL de ficol Histopaque®-1077 (Ficoll 
PM400, diatrizoato de sódio e de cálcio dissódico de EDTA) e sob a parede do tubo, 
adicionou-se lentamente a suspensão de células, formando uma solução bifasica. Em seguida 
a solução foi centrifugada por 25 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi retirado e 
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adicionado 3 mL de PBS normal, ressuspendendo-se as células delicadamente. A suspensão 
foi novamente centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm. Por fim, o sobrenadante foi retirado e 
o sedimento foi ressuspendido com 200 μL de PBS normal. 
 
3.9.2.2 Teste de verificação de ânions superóxidos em neutrófilos humanos qualitativo 
 
Neste ensaio avaliou-se a ativação dos neutrófilos pela vitexina. A suspensão de 
células (50 μL), obtida no item 3.9.2.1, foi adicionada à lâminas limpas e secas previamente 
tratadas com a amostra de vitexina e PMA (Forbol-12-miristato-13-acetato) na concentração 
de 10 μg/mL.  
Após adição das células as lâminas foram incubadas à 36,8 °C, em câmara úmida por 
20 minutos. Após a incubação, as lâminas foram lavadas delicadamente por 3x, com o auxílio 
de pipeta de pasteur, utilizando-se PBS normal. Adicionou-se NBT (Nitroblue tetrazolium) 
nas lâminas 1, 2 e 3 conforme a FIGURA 15.  
 
FIGURA 15 - ENSAIO DE ATIVAÇÃO DE NEUTRÓFILOS QUALITATIVO 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Ilustração das lâminas utilizadas no ensaio de ativação de neutrófilos pelo método qualitativo. No 
círculo vermelho exemplifica o local de depósito das amostras, reagentes e solução de eritrócitos conforme 
descrito no método. 
 
As lâminas foram levadas à estufa por mais 15 minutos. Em seguida, lavou-se 
novamente as lâminas (3x com PBS normal) e adicinou-se 2 gotas de safranina 0.25%. Após 
10 minutos, lavou-se as lâminas e realizou-se a análise microscópica em lentes de imersão 
(aumento de 100x). Os resultados foram apresentados em imagens fotográficas por meio da 
visualização da presença ou ausência de depósitos de formazan nas células.  
 
3.9.2.3 Teste de verificação de ânions superóxidos em neutrófilos humanos quantitativo 
 
Neste ensaio adicionou-se 20 μL de Vitexina e PMA (na concentração de 10 μg/mL) 
no poço 1 e 2 da microplaca de 96 poços com fundo chato, deixando as amostras secarem por 
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48 horas antes do experimento. Posteriormente, obteve-se a suspensão de células e adicionou-
se 50 μL nos poços 1, 2, 3 e 4 conforme FIGURA 16.  
 
FIGURA 16 - ENSAIO DE ATIVAÇÃO DE NEUTRÓFILOS QUANTITATIVO 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Ilustração da microplaca de 96 poços utilizada no ensaio de ativação de neutrófilos pelo método 
quantitativo. Cada poço exemplifica o local de depósito das amostras, reagentes e solução de eritrócitos 
conforme descrito no método. 
 
Após a adição das células, incubou-se a microplaca em câmara úmida à 36,8 °C por 
um período de 20 minutos. Em seguida, adicionou-se PBS normal aos poços retirando o 
sobrenadante com auxílio de micropipeta, repetindo este procedimento por 4x, para realizar a 
lavagem dos poços. Adicionou-se 50 μL de NBT nos poços 1, 2 e 3, reincubando a 
microplaca por 15 minutos (em câmara úmida à 36,8 °C). Posteriormente, realizou-se a 
lavagem dos poços com PBS normal, por mais 3x. Por fim, adicionou-se 100 μL de DMSO 
(Dimetilsulfóxido) em todos os poços, seguido da adição de 100 μL de Hidróxido de Potássio 
2 M (KOH 2M).  
Em espectrofotômetro (Espectrofotômetro Multiskan FC, Thermo Scientific®), 
realizou-se a agitação da placa por 1 minuto. A adição da solução de hidróxido de sódio 2 M e 
do DMSO é capaz de gerar a ruptura da membrana celular, liberando os depósitos de 
formazan de cor azulada. Dessa forma, a intensidade da ativação dos neutrófilos foi avaliada 
pela densidade ótica obtida à 560 nm. Para obtenção da média de densidade ótica do NBT, 
realizou-se o cálculo conforme fórmula (19): 
 
                                                     (19) 
 
onde: 
Abs3 = Absorbância do obtida no poço 3 
Abs4 = Absorbância obtida no poço 4 
NBT = Média do valor de NBT 
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Para a verificação das diferenças entre as médias da VTX, PMA e NBT, foi 
empregado o teste ANOVA, seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico 
Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 2011). 
 
3.9.3 Ensaio de viabilidade celular por MTT de neuroblastoma humanos utilizando-se extrato 
e frações de C. glandulosus 
 
3.9.3.1 Cultura celular de CHLA-20 e BE-M17 
  
As linhagens celulares utilizadas foram gentilmente cedidas pelo laboratório de 
cultivo celular do núcleo da Pós-graduação em Ciências da Saúde, da PUC-PR. Foram 
testados os extratos e frações em linhagens ATCC (American Type Culture Collection) de 
CHLA-20 e BE-M17. As células obtidas foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado 
com 5% de soro fetal bovino inativado (FBS). 
 
3.9.3.2 Ensaio de viabilidade celular pelo método de redução do MTT  
 
Os ensaios de viabilidade celular com as linhagens CHLA-20 e BE-M17, foram 
realizados em dois experimentos independentes. As células foram centrifugadas e 
ressuspendidas no mesmo meio de cultivo. Posteriormente, foram contadas em placa de 
Neubauer para obtenção de uma suspensão contendo 1x106 células/mL. Esta suspensão foi 
distribuída em placas de 96 poços em meio RPMI-1640 suplementado com 2% de soro fetal 
bovino. A placa foi incubada à 37 °C sob atmosfera de 5% de CO2, por um período de 48 
horas, para crescimento e adesão celular. O procedimento foi realizado em triplicata, para 
cada concentração da amostra utilizada. Após este período, as monocamadas formadas, 
receberam o tratamento com o extrato EBR e frações HEX, CLO, FAC e RES de C. 
glandulosus, nas concentrações: 0,1, 1, 10 e 100 μg/mL.  
Em seguida, as células foram incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C, com 
atmosfera de 5% de CO2. Após este período, os sobrenadantes foram removidos, e ao 
sedimento, foi acrescentado 20 μL de uma solução de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina) na concentração de 5 mg/mL e 180 μL do meio de cultura. As 
células foram novamente incubadas por 3 horas, e o sobrenadante, cuidadosamente removido. 
O formazan formado pelas células viáveis foi solubilizado com 100 μL de DMSO e a leitura 
da absorbância, realizada em leitor de microplaca no comprimento de onda 550 nm 
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(SIEUWERTS et al., 1995). Os resultados foram expressos em % de viabilidade celular, 
calculados conforme a fórmula (20). 
 
% Viabilidade = Absorbância da amostra 
Absorbância do Controle
 x 100                                    (20) 
 
Para a verificação das diferenças entre as médias foi empregado o teste ANOVA, 
seguido de Tukey p<0,05, utilizando-se o programa estatístico Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 
2011). 
 
3.10 ENSAIOS DE ATIVIDADES FARMACOLÓGICAS IN VIVO DO EXTRATO 
BRUTO, FRAÇÃO ACETATO DE ETILA E VITEXINA 
 
3.10.1 Avaliação da atividade antitumoral em modelo experimental de tumor de Ehrlich em 




Foram utilizados camundongos Swiss, machos (21 - 35 g) obtidos do biotério central 
da Universidade Federal do Paraná – UFPR (Curitiba-Brasil). Os animais foram mantidos no 
biotério do laboratório de Metabolismo e Toxicologia do Departamento de Farmacologia da 
UPFR, em salas com temperatura constante (entre 21 a 23 °C), obedecendo a fases 
claro/escuro de 12 horas e com exaustão de ar. Os animais foram acondicionados em caixas 
com 7 camundongos/gaiola, com livre acesso à ração e água mineral (Ouro Fino®). Os 
animais foram alocados em caixas de 1666 cm² (Comprimento: 49 cm; Largura: 34 cm; 
Altura: 16 cm). Em cada caixa foram colocadas 2 a 3 ‘igloos’ (Insight®) próprios para 
camundongos, para enriquecimento ambiental. Os procedimentos deste estudo foram 
revisados e aprovados pelo comitê de ética animal do setor de Ciências Biológicas da UFPR 
(certificado número 1148) ANEXO 3. 
 
3.10.1.2 Inoculação do tumor sólido de Ehrlich 
 
As células tumorais de Ehrlich foram mantidas congeladas (-80 °C) no laboratório de 
Metabolismo e Toxicologia do Departamento de Farmacológia da UFPR. Para manter o 
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tumor de Ehrlich na forma ascítica, foram inoculadas 2x106 células/animal por via 
intraperitoneal (i.p.) em camundongos fêmeas. Após um período de 7 dias, com o crescimento 
do tumor na forma ascética, as células foram colhidas de forma asséptica, em 
aproximadamente 3 mL, seguido de centrifugação a 1.000g por 3 minutos e realizado a 
contagem.  
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células no pellet foram lavadas 
três vezes com solução salina e as células viáveis inoculadas novamente em outro animal, e 
assim sucessivamente, totalizando 3 animais. Completados 5 ‘repiques’ verificou-se a 
viabilidade celular pelo método de exclusão pelo azul de tripan em câmara de Neubauer 
(viabilidade 98% células) (DE FATIMA PEREIRA et al., 2014; EL-SISI et al., 2014). Após a 
obtenção de células viáveis, inoculou-se 0,2 mL de células de carcinoma, por via subcutânea, 
na concentração de 2.106 células/animal, no membro pélvico direito dos animais dos grupos 
experimentais (ABDIN et al., 2014; DE FATIMA PEREIRA et al., 2014). 
 
3.10.1.3 Avaliação da atividade antitumoral dos extratos e vitexina no modelo de carcinoma 
sólido de Ehrlich:  
 
Após o a inoculação das células de Ehrlich por via subcutânea, no dia 0, o volume 
tumoral foi medido todos os dias, a partir do 7° dia, com o auxílio de um paquímetro 
avaliando-se o volume maior e menor. O tratamento iniciou-se a partir do 1° dia até o 21°. O 
tratamento foi realizado com o extrato bruto (EBR), fração acetato de etila (FAC) e o isolado 
Vitexina (VTX) solubilizados em água mineral, conforme a TABELA 1. 
 
TABELA 1 - TRATAMENTO UTILIZADO NO MODELO EXPERIMENTAL PARA TUMOR DE EHRLICH 
EM CAMUNDONGOS SWISS 
Tratamento  Dose Via de administração Frequência 
VEH Água mineral v.o Ad libitum (21 dias) 
MTX 2,5 mg/kg i.p 1 vez ao dia a cada 3 dias (21 dias) 
EBR 200 mg/kg v.o 1 vez ao dia (21 dias) 
FAC 100 mg/kg v.o 1 vez ao dia (21 dias) 
VTX 2 mg/kg  v.o 1 vez ao dia (21 dias) 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: v.o: via oral; i.p: via intraperitoneal; VEH: Veículo (Água mineral); MTX: Metotrexato; EBR: Extrato 
Bruto; FAC: Fração acetato de etila e VTX: Vitexina.  
 
No 22° dia de tratamento os animais foram anestesiados e eutanaziados. Utilizou-se 
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via i.p como anestésicos. A eutanásia foi 
realizada por punção diafragmática, induzindo a parada respiratória sob anestesia. O sangue 
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foi coletado por punção da veia cava abdominal para avaliação do perfil hematológico e o 
plasma separado e armazenado em freezer -20 ºC, para avaliação do perfil bioquímico. 
Posteriormente realizou-se a coleta de materiais biológicos (Tumor, fígado, rins, pulmão e 
baço) por meio de laparotomia. Os órgãos foram pesados para determinação do peso relativo e 
o tumor examinado por análises histológicas. Os animais eutanasiados, foram armazenados 
em freezer -20 ºC até o descarte adequado. 
 
3.10.1.4 Análise estatística 
 
Para avaliação dos dados, utilizou-se o teste de variância one-way (ANOVA) seguido 
do post-hoc de Tukey para analisar as diferenças significativas entre o controle VEH e os 
grupos (p<0,05), utilizando-se o programa estatístico GraphPad Prism 7 (GraphPad Software 
Inc., San Diego, CA, EUA). 
 
3.11 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE HEPATOPROTETORA E EFEITO SOBRE O 




O experimento foi realizado no Laboratório de Farmacologia e Metabolismo do 
Departamento de Farmacologia da UFPR. Foram utilizados camundongos Swiss, machos (25-
38 g) obtidos do biotério central da Universidade Federal do Paraná – UFPR (Curitiba-Brasil). 
Os animais foram mantidos em salas com temperatura constante (entre 21 a 23 °C), 
obedecendo os ciclos claro/escuro de 12 horas, com exaustão de ar. Os animais foram 
acondicionados em caixas (Comprimento: 49 cm; Largura: 34 cm; Altura: 16 cm) contendo de 
2 a 3 igloos (Insight®), para enriquecimento ambiental. Em cada caixa foram colocados de 7 
camundongos, com livre acesso à ração e água mineral. O teste foi realizado respeitando-se as 
normas de bem-estar animal e o trabalho revisado e aprovado pelo comitê de ética animal do 
setor de Ciências Biológicas da UFPR (certificado número 1148). 
No último dia do experimento, os animais passaram por restrição alimentar de 12 
horas, antes da eutanásia. Posteriormente, foram anestesiados (Cetamina 80 mg/Kg e Xilazina 
10 mg/Kg via i.p.) e eutanaziados. Os animais foram eutanasiados por punção do diafragma, 
onde ao seccionar o músculo diafragma para coletar os pulmões, foi desfeita a pressão 
negativa do tórax, implicando, imediatamente, em parada respiratória. O sangue foi coletado 
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por punção da veia cava abdominal para avaliação do perfil hematológico e o plasma 
separado e armazenado (- 20ºC) para avaliação do perfil bioquímico. Os materiais biológicos 
(Fígado, rins, pulmão e baço) foram coletados por meio de laparotomia, para determinação do 
peso relativo e o fígado examinado por análises histológicas. Os animais eutanasiados, foram 
armazenados em freezer - 20ºC até o descarte adequado. 
 
3.11.2 Teste de hepatoproteção e tratamento 
 
No teste de hepatoproteção utilizou-se o extrato bruto (EBR), a fração acetato de 
etila (FAC), que obtiveram os melhores resultados para os testes antioxidantes e biológicos, 
também utilizou-se o isolado Vitexina (VTX), oriundo da fração acetato de etila.  As amostras 
foram solubilizadas em água mineral e o número de animais por grupo foi calculado 
utilizando-se o software G-power 3.1, no qual obteve-se um n= 7 animais (TABELA 2),  e as 
concentrações foram estimadas baseadas na concentração utilizada no estudo de 
hepatoproteção de Ahmed et al. (2002) para C. oblongifolius em ratos, e o valor foi 
recalculado para camundongos por meio do cálculo da taxa metabólica.   
 
TABELA 2 - GRUPO DE ANIMAIS E TRATAMENTOS DO ENSAIO DE HEPATOPROTEÇÃO 
Grupo Tratamento Frequência 
VEH CCl4 (i.p.) Dia 6 e 7. 
NAIVE Água mineral (v.o.) Ad libitum (7 dias) 
NAC 100 mg/Kg CCl4 + N-acetilcisteína (v.o.) Todos os dias, por 7 dias 
NAC+ 100 mg/Kg CCl4 + N-acetilcisteína (v.o.) Todos os dias, por 7 dias 
EBR 350 mg/Kg EBR + CCl4 (v.o.) Todos os dias, por 7 dias 
FAC 350 mg/Kg FAC + CCl4 (v.o.) Todos os dias, por 7 dias 
VTX 3,5 mg/kg VTX CCl4 (v.o.) Todos os dias, por 7 dias 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: VEH (Água ultrapura + CCl4 2%, 5 mL/kg), NAIVE (Água mineral), NAC (N-acetilcisteína 100 
mg/Kg), NAC+ (N-acetilcisteína 100 mg/Kg + CCl4), EBR (Extrato bruto 350 mg/kg + CCl4), FAC (Fração 
acetato de etila 350 mg/kg + CCl4) e VTX (vitexina 3,5 mg/kg + CCl4).  
 
Os animais foram tratados por via oral (v.o.) com os compostos ou água mineral uma 
vez por dia durante 7 dias. Nos dias 6 e 7, 2 h após o tratamento oral, os animais foram 
induzidos à hepatotoxicidade com CCl4 (v.o.). Após a eutanásia o sangue foi coletado para 
realizar os testes bioquímicos, hematológicos e de estresse oxidativo. O fígado foi 
rapidamente removido, pesado e congelado em nitrogênio líquido para posterior análise. 
Baço, rins e pulmões também foram retirados, pesados e avaliados quando a morfologia 




3.11.3 Análise de hemograma e parâmetros bioquímicos  
 
Foram realizados hemogramas das amostras, por meio automatizado (equipamento). 
O sangue foi centrifugado a 3000 ×g por 5 min e plasma obtido para realização da atividade 
da alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST) e fosfatase alcalina (ALP), 
utilizando-se kits comerciais (Kovalent, São Gonçalo, Brasil). Foram realizadas também as 
análises para creatinina, ureia e glicose (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil), utilizando-
se o equipamento automatizado Mindray BS-200 (Shenzhen, China). 
 
3.11.4 Parâmetros do estresse oxidativo 
 
O tecido hepático foi homogeneizado em soro fisiológico tamponado com fosfato 
(PBS; pH 6,5) e centrifugado (10.000 xg, 4 °C, 20 min). O sobrenadante foi utilizado para 
mensurar a atividade da catalase (CAT) (Aebi, 1984); da superóxido dismutase (SOD) (Gao et 
al., 1998); da glutationa S-transferase (GST) (Habig et al. 1974) e medir os níveis de 
glutationa reduzida (GSH) (Sedlak e Lindsay, 1968) e peroxidação lipídica (LPO) (Jiang et 
al., 1991). A maioria dos parâmetros de estresse oxidativo foi expressos como quantidade de 
proteína nas amostras de fígado, determinada utilizando-se o método de Bradford (1976) com 
albumina do soro bovino (BSA) como padrão.  
a) Determinação da atividade da enzima Catalase (CAT) 
A enzima catalase é fundamental na reação do peróxido de hidrogênio (formado pela 
relação catalisada pela SOD) em oxigênio molecular, favorecendo a eliminação de radicais 
livres que causam danos celulares e danos ao DNA (AEBI, 1984; NASCIMENTO et al., 
2006). A atividade da CAT foi determinada nas amostras de fígado, conforme descrito por 
Aebi (1984). Os resultados foram expressos em nmol.min-1.mg proteínas-1.  
b) Determinação da atividade da enzima Superóxido dismutase (SOD) 
A superóxido dismutase (SOD) catalisa a dismutação do radical ânion superóxido em 
peróxido de hidrogênio e, portanto, exerce uma função importante contra a toxicidade do 
oxigênio livre, sendo a primeira linha de defesa do organismo contra os radicais livres 
(MARKLUND et al., 1982). Para as análises bioquímicas da SOD as amostras de fígado 
foram homogeneizadas em solução tampão fosfato pH 6,5, a uma diluição de 1:10, e 
centrifugadas a velocidade de 10.000 g durante 10 minutos à 4 ºC. A atividade da SOD foi 
quantificada pela capacidade da enzima, presente no tecido hepático, em inibir a auto-
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oxidação do reagente pirogalol. Os resultados foram expressos em unidades de SOD por 
miligrama de proteína total (U SOD/mg proteína). 
c) Determinação da atividade da Glutationa-S-transferase (GST) 
A glutationa S-transferase (GST) constitui uma família de enzimas que catalisa 
xenobióticos ativados em glutationa reduzida (GSH), neutralizando os sítios eletrofílicos 
resultando em produtos hidrofílicos, protegendo as células do organismo de produtos tóxicos 
(HABIG et al., 1974; RAMSAY; DILDA, 2014). A fim de determinar a atividade da GST no 
fígado, as amostras foram homogeneizadas em solução tampão fosfato pH 6,5, a uma diluição 
de 1:10 e centrifugadas a velocidade de 10.000 g durante 10 minutos, sob uma temperatura de 
4 ºC e 5.000 g. As GSTs catalisam a reação de conjugação do substrato CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno) com a GSH (HABIG et al., 1974). O aumento linear da absorbância a 340 nm 
foi avaliado, utilizando-se o coeficiente de extinção de 9,6 mmol.cm-1 e a atividade da GST 
expressa em mmol/min/mg de proteína. 
d) Determinação da Glutationa Reduzida (GSH) 
A glutationa reduzida (GSH) é a maior molécula antioxidante do organismo, 
envolvida na defesa do organismo, na modulação da proliferação celular e na função imune 
(LU, 2013; RAMSAY; DILDA, 2014). Para a medida dos níveis de GSH hepático as 
amostras foram submetidas de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Os 
resultados foram expressos em μg de GSH/g de tecido-1. 
e) Determinação da Peroxidação Lipídica (LPO) 
A excessiva produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em condições de 
estresse oxidativo pode derivar da produção de produtos oxidados de ácidos graxos poli-
insaturados, denominados de produtos derivados da peroxidação lipídica (LPO), contribuindo 
em várias anormalidades celulares e fisiopatológicas. Para determinar a peroxidação lipídica 
nas amostras de fígado foi realizado o método de FOX ou xilenol laranja conforme descrição 
de Jiang e colaboradores (JIANG et al., 1991). 
 
3.11.5 Análise estatística 
 
Para avaliação dos dados, utilizou-se o teste de variância one-way (ANOVA) seguido 
do post-hoc de Tukey para analisar as diferenças significativas entre o controle VEH e os 
grupos (p<0,05), utilizando-se o programa estatístico GraphPad Prism 7 (GraphPad Software 
Inc., San Diego, CA, EUA).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 CONTROLE DE QUALIDADE DO MATERIAL VEGETAL SECO 
 
4.1.1 Determinação do teor de umidade e de cinzas 
 
O teor de umidade e cinzas das partes aéreas secas de C. glandulosus, encontra-se 
disposto na TABELA 3. O material vegetal apresentou umidade dentro dos limites permitidos 
pela farmacopeia brasileira 6° edição (BRASIL, 2019), cujo valor máximo é de 14%, sendo 
este fator primordial na manutenção da qualidade e das propriedades terapêuticas da planta. O 
excesso de umidade pode propiciar o desenvolvimento de bactérias e fungos, além de permitir 
a ação de enzimas que podem degradar constituintes químicos (VASCONCELOS et al., 2012; 
SIMÕES et al., 2017; BRASIL, 2019).  
 
TABELA 3 – DETERMINAÇÃO DE UMIDADE E CINZAS TOTAIS DAS PARTES AÉREAS DE Croton 
glandulosus 
Determinação Material vegetal 
Umidade 11,57% ± 0,09 
Cinzas 4,52%  ± 0,14 
FONTE: O autor (2020).  
NOTA: Resultados expressos em média aritmética ± Desvio Padrão.  
 
O teor de cinzas determinado na amostra seca, permite a verificação de impurezas 
inorgânicas não voláteis e serve de parâmetro para possíveis adulterações do material vegetal 
(ARAUJO et al., 2006; SIMÕES et al., 2017; BRASIL, 2019;). 
 
4.2.2 Estudo termoanalítico 
 
Por meio do método termogravimétrico e curvas de TG/DTG, pode-se perceber o 
padrão de degradação térmica ocorrido nas partes aéreas de C. glandulosus, pela ocorrência 
de três etapas de degradação (FIGURA 17). O teor de cinzas foi obtido a partir da 
porcentagem do produto de decomposição térmica, em uma temperatura de 600 °C, 
equivalente a 6,206% de matéria não degradada, o que corresponde aos sais minerais ou 



























































Na primeira etapa, obteve-se uma perda de 8,78% de massa, o que corresponde a 
perda de umidade do material vegetal. Ao compararmos os resultados obtidos para umidade e 
cinzas, pelo método gravimétrico (TABELA 3) e por análise termogravimétrica (TABELA 4), 
percebemos diferenças que são justificáveis pela maior precisão do método termogravimétrico 
(ASTM, 1993).  
 
TABELA 4 – DETERMINAÇÃO TERMOGRAVIMÉTRICA E GRAVIMÉTRICA DAS PARTES AÉREAS 
DE C. glandulosus. 
Perda de massa Termogravimetria (%) Gravimetria (%) 
1° 8,78 11,57 
2° 48,04  
3º 38,86  
FONTE: O autor (2020). 
 
O processo de degradação dos constituintes bioativos de C. glandulosus inicia-se 
apenas a 188 °C, com uma perda de massa correspondente a 48,041%, a qual provavelmente 
se deve à oxidação e decomposição da matéria orgânica, como taninos e flavonoides 
(SOUZA, 2015), degradação térmica dos triglicerídeos, principalmente os constituídos por 
ácidos graxos poli-insaturados (BENÍCIO et al., 2009), assim como carboidratos e demais 
compostos orgânicos (ARAÚJO et al, 2006). 
A terceira etapa de degradação térmica inicia em 405ºC com perda equivalente a 
38,86%, que corresponde à queima do material carbonáceo (Compostos polimerizados, de 
estruturas mais rígidas, celulose e ligninas) formado na etapa anterior. Como a matriz vegetal 
é complexa, por apresentar uma composição química ampla e diferenciada, o comportamento 
cinético é diversificado para cada espécie, e em geral, reflete o comportamento de suas 
substâncias majoritárias (ARAGÃO et al., 2002). 
 
4.3 ENSAIO SISTEMÁTICO DE FITOQUÍMICA PRELIMINAR 
 
A composição fitoquímica preliminar qualitativa dos extratos aquoso e 
hidroalcoólico 20% está apresentada na TABELA 5 e 6. No ensaio de taninos (TABELA 5), a 
espécie Croton glandulosus, apresentou reação positiva para a presença de flavonoides, 






TABELA 5 - COMPOSIÇÃO FITOQUÍMICA DO EXTRATO AQUOSO 20% DE C. glandulosus 
Análises fitoquímicas Extrato aquoso 
Heterosídeos antociânicos - 
Heterosídeos saponínicos - 
Heterosídeos cianogênicos - 
Taninos + 
Pesquisa de amino grupos + 
Ácidos Fixos - 
Ácidos voláteis - 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Símbolo + é indicativo de reação positiva, símbolo - é indicativo de reação negativa.  
 
No extrato hidroalcoólico (TABELA 6), a reação para heterosídeos flavonicos, 
indicou a presença de flavonas na fração acetato de etila e remanescente, por meio do 
aparecimento de coloração amarela.  
 
TABELA 6 - COMPOSIÇÃO FITOQUÍMICA DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO 20% DE C. glandulosus 
Grupos Químicos Análises FHX FCL FAE FRE 
Alcaloides Reativo de Mayer - - - - 
 Reativo de Dragendorff - - - - 
 Reativo de Bourchardat - - - - 
Flavonoides Leucoantocianidinas - - - - 
 Heterosídeos Flavonicos - - + + 
 Oxálico Bórico - - - - 
 Pacheco - - - - 
 Zinco em HCl - - - - 
Cumarinas Fluorescência em UV - - - - 
Iridoides Floroglucinol + + + - 
 Ácido sulfúrico - - - - 
 Cristais de vanilina e Ácido sulfúrico + + - - 
Antraquinonas Bomtrãger - - - - 
Esteroides/ Triterpenos Libermann Bouchard + + + - 
 Keller Kelliani + + + - 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Símbolo + indicativo de reação positiva, símbolo – indicativo de reação negativa. Fração hexânica 
(FHX); Fração clorofórmica (FCL); Fração acetato de etila (FAE); Fração residual (FRE).  
 
O gênero Croton tem demonstrado significativa presença de flavonoides, e segundo 
Paredes et al. (1985), alguns flavonoides tem apresentado atividade hipotensora em animais, 
como por exemplo o estudo de Guerreiro et al. (2002), que estudando a espécie de Croton 
schiedeanus, observou efeito anti-hipertensivo e vasorelaxante em ratos. Shahwar et al., 
(2015) estudou a espécie de Croton sparsiflorus, associando a presença de compostos 
fenólicos com a atividade antioxidante e inibidora de acetilcolinesterase, principal mecanismo 
de tratamento da doença de Alzheimer, sugerindo que esta espécie pode ser promissora em 
estudos futuros para o tratamento desta doença. 
Vários estudos têm demonstrado a presença de flavonas polimetoxiladas em espécies 
de Croton, como Croton cajucara (MACIEL et al., 2000), Croton schiedeanus Schlecht 
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(GUERRERO et al., 2002), Croton ciliatoglanduliferus Ort. (GONZÁLEZ-VÁZQUEZ et al., 
2006) e Croton caudatus (ZOU et al., 2010). Segundo Zou et al. (2010), este fitoquímico pode 
ser utilizado como marcador quimiotaxonômicos para espécies do gênero.  
O ensaio para substâncias iridoidais apresentou reação positiva para iridoides 
glicosídeos nas frações hexano, clorofórmio e acetato de etila; e positiva para iridoides não 
glicosídeos nas frações hexano e clorofórmio. Os iridoides são monoterpenos biossintetizados 
a partir do isopreno. Frequentemente são intermediários na biossíntese de alcaloides e 
geralmente são encontrados, nas plantas ligados à glicose, denominados assim como 
glicosídeos. Substâncias iridoidais isoladas e purificadas podem apresentar atividades 
farmacológicas como neuroprotetora, antitumoral, anti-inflamatória, antioxidante, 
hepatoprotetora, cardioprotetora, hipoglicêmica, hipolipêmica, analgésica, antiespasmódica, 
purgativa, antiviral, antimicrobiana, imunomoduladora, antialérgica, anti-mutagênica, anti-
leishmaniose e moluscicida (BAS et al., 2007; DINDA; DEBNATH; HARIGAYA, 2007; 
TUNDIS et al., 2008; VILLASEÑOR, 2008). 
Para a reação de Keller Kelliani, os extratos hexano, clorofórmio e acetato de etila, 
apresentaram reação positiva para triterpenoides, por meio da formação da cor verde 
característica. Estudos de Isuárez et al. (2012) constataram a presença de esteroides e 
triterpenoides na espécie Croton micans Sw, cuja avaliação farmacológica sugere 
propriedades medicinais, nesta e em outras espécies de Croton, como efeitos analgésicos, 
anti-histamínicos, bloqueador ganglionar, anti-hipertensivo e atividade citotóxica. 
Várias espécies do gênero Croton têm demonstrado a presença de substâncias do 
metabolismo secundário, são de grande interesse medicinal, como flavonoides, alcaloides e 
principalmente terpenoides (RANDAU et al., 2004; SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007 
CUNHA et al., 2014). Furlan et al. (2015), estudou 9 espécies argentinas de Croton e 
verificou alta atividade antioxidante dos extratos. A espécie de Croton campestres estudada 
por Matias et al. (2011), apresentou potencial contra a resistência bacteriana à antibióticos. Há 
também, outros estudos que relataram atividade larvicida desta espécie, contra Aedes aegypti 
(LIMA et al., 2006). Além disso, Gupta et al., (2003), estudou o extrato clorofórmico de 
Croton roxburhii, o qual indicou a presença de alcaloides, triterpenoides e esteroides, por 
método qualitativo, constatando em animais, o efeito antifertilidade do extrato do extrato.  
 





4.4.1 Extração e caracterização química do óleo essencial  
 
As partes aéreas de Croton glandulosus, apresentaram um rendimento de 0,12% de 
óleo essencial e as características organolépticas demonstraram um óleo com cor amarelo-
esverdeado, com odor doce e agradável. A análise cromatográfica do óleo permitiu o 
reconhecimento de 97,49% dos compostos com a predominância de sesquiterpenos (89,95%) 
e em menor proporção de álcoois, cetonas e aldeídos (7,21%), cujos respectivos tempos de 
retenção, índices de retenção e porcentagens, estão sumarizados na (TABELA 7). 
 
TABELA 7 - COMPOSIÇÃO QUÍMICA DO ÓLEO ESSENCIAL DE C. glandulosus 
Grupos químicos Compostos TR IRc IRt (%) 











δ-Elemeno 21.926 1342 1335 0.36 
α-Ilangeno 23.633 1381 1373 1.68 
β-Bourboneno 24.046 1390 1387 0.24 
β-Elemeno 24.334 1397 1389 0.69 
α-Gurjuneno 25.124 1415 1409 0.43 
β-Cariofileno 25.576 1426 1417 53.24 
β-Copaeno 25.948 1435 1430 0.17 
γ-Elemeno 26.116 1439 1434 1.44 
Aromadendreno 26.371 1445 1439 0.23 
Germacreno B 31.327 1566 1559 4.50 
9-epi-(β)-Cariofileno 27.318 1467 1464 0.66 
γ-Muuroleno 27.962 1483 1478 0.38 
γ-Amorfeno 28.163 1488 1495 6.52 
N-Pentadecano 28.693 1500 1500 0.63 
Biciclogermacreno 28.832 1504 1500 8.59 
α-Muuroleno 28.964 1507 1500 0.29 
γ-Cupreneno 29.907 1530 1532 2.73 
(E,E)-α-Farneseno 29.187 1512 1505 0.37 
γ-Cadineno 29.536 1521 1513 0.35 
α-Humuleno 27.001 1460 1452 6.45 
Álcoois, Cetonas e 
aldeídos 
Palustrol 31.755 1576 1567 0.21 
Espatulenol 32.214 1588 1577 1.91 
Oxido de cariofileno 32.385 1592 1582 3.88 
α-Muurolol 34.697 1652 1644 1.21 
Outros N-Heptadecano 36.550 1700 1700 0.18 
 
Não identificados 
 32.865 1604 -- 0.75 
 33.439 1619 -- 0.22 
 35.087 1662 -- 0.26 
 35.237 1666 -- 1.30 
Total (Identificado) 97,49 Total (não identificado) 2,53 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: TR: Tempo de retenção (minutos), IRt: Índice de retenção (Adams, 2007), IRc: Índice de retenção 
calculado, %: Porcentagem do componente.  
 
O teor de sesquiterpenos encontrado no óleo de C. glandulosus é comum nas 
espécies de Croton (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007) e corrobora outros estudos de 
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óleo essencial de deste gênero, nos quais obteve-se altas porcentagens destas substâncias 
(SYLVESTRE et al., 2006; ANGÉLICO et al., 2012; VUNDA et al., 2012). 
Os constituintes químicos majoritários foram os sequiterpenos β-cariofileno 
(53,24%), Biciclogermacreno (8,59%) e o γ-amorfeno (6,52%) (FIGURA 18). O β -
cariofileno apresentou alta quantidade no óleo quando comparado à espécie de Croton 
Heliotropiifolius, cujo teor foi de 15,9% (ANGÉLICO et al., 2012). Reporta-se na literatura 
inúmeros trabalhos sobre óleos essenciais ricos em sesquiterpenos, apresentando o β -
cariofileno como principal componente, com potencial biológico e farmacológico 
(VIVEROS-PAREDES et al., 2017).  
 
FIGURA 18 - ESTRUTURA QUÍMICA DO β-CARIOFILENO (A), BICICLOGERMACRENO (B) E γ-
AMORFENO (C) 
 
FONTE: O autor (2020). 
 
Outras espécies do gênero Croton também apresentam o β-cariofileno entre os 
compostos majoritários, tais como C. sonderianus (SANTOS et al., 2005); C. flavens 
(SYLVESTRE et al., 2006); C. nepetaefolius (LIMA-ACCIOLY et al., 2006; FONTENELLE 
et al, 2008); C. palanostigma (BRASIL et al., 2009); C. argyrophyllus (MORAIS et al., 2006; 
RAMOS et al., 2013; ARAÚJO et al., 2014); C. conduplicatus (SILVA ALMEIDA et al., 
2015) e C. hirtus (DAOUDA et al., 2014).  
Estudos com o β-cariofileno atestam seu potencial biológico, tais como: atividade 
antimicrobiana (ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER, 2009; GIL et al., 2016), atividade 
antinociceptiva (CHAVAN; WAKTE; SHINDE, 2010); atividade anti-inflamatória 
(FERNANDES et al., 2007) ativação do sistema endocanabinoide (GERTSCH et al., 2008), 
efeitos no músculo liso intestinal de ratos (LEONHARDT et al., 2010), neuroproterora 
(VIVEROS-PAREDES et al., 2017) e anti-alodinia (SEGAT et al., 2017). 
 
4.4.2 Atividades biológicas e capacidade antioxidante do óleo essencial 
 
O ensaio com Artemia salina, fornece um screening do potencial citotóxico de 
extratos e óleos essenciais de plantas, podendo determinar seu potencial terapêutico e ser 
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utilizado para isolar compostos biologicamente ativos (SOLIS, 1993; PARRA et al. 2001).  
Várias espécies de Croton apresentaram toxicidade em ensaios com Artemia salina, como 
Croton regelianus e o monoterpenoide estragol, isolado do Croton zehntneri (TORRES et al., 
2008; ANDRADE et al., 2015). Entretanto, o óleo essencial de C. glandulosus apresentou 
CL50 >1000 μg/mL, não demonstrando toxicidade aos náuplios de A. salina. Segundo a 
classificação de Nguta et al., (2011), quanto menor o CL50 maior a toxicidade da sustância e 
CL50 maior que 1000 μg/ mL, não é representativo de toxicidade. 
No ensaio com A. salina foi possível verificar apenas a propriedade tóxica preliminar 
do óleo, tendo em vista que, a toxicidade é verificada em testes farmacológicos, em doses 
elevadas (MCLAUGHLIN, 2008). Logo, o teste demonstrou que o óleo essencial de C. 
glandulosus não apresenta risco aos organismos aquáticos, por não gerar contaminação das 
águas superficiais e subterrâneas.  Diferentemente, os agrotóxicos sintéticos, atingem o solo 
por drenagem, percolação, escoamento ou volatização, afetando as fontes de águas e os seres 
vivos ali existentes (SILVA et al., 2009). 
Por meio do ensaio de hemólise, não foi observada capacidade hemolítica (FIGURA 
19) do óleo essencial de C. glandulosus quando comparado ao controle negativo, PBS, 
indicando que o óleo não é capaz de romper eritrócitos, nas concentrações testadas.  
 































FONTE: O autor (2020). 
PBS: Controle negativo tampão fosfato; MET: Controle negativo metanólico; OES: Óleo essencial; SAP: 
Controle positivo Saponina. Resultados expressos em média aritmética. Letras iguais na mesma coluna não 




Estes resultados diferem de outras espécies de Croton (MEIRELES et al., 2016) que 
apresentaram toxicidade quando testados em eritrócitos, provavelmente devido a diferença de 
composição química do óleo essencial. Portanto, testes de toxicidade in vivo devem ser 
realizados, para fornecer maiores dados sobre a segurança na utilização do óleo essencial de 
C. glandulosus. 
Como esperado, o padrão positivo, saponina, utilizado para fins de comparação, 
apresentou rompimento dose-resposta dos eritrócitos. Isso ocorre, devido à capacidade 
hemolítica das saponinas, que está relacionada com a interação das saponinas com os esteróis 
da membrana eritrocítica, que causam danos irreversíveis à bicamada lipídica, cujo resultado 
é o aumento da permeabilidade, ruptura celular e perda da hemoglobina (BAUMAN et al., 
2000; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004). 
Para uso agrícola, o óleo essencial de C. glandulosus, é promissor na aplicação em 
culturas, não representando risco à cadeia alimentar do ecossistema devido ao baixo tempo de 
meia-vida no solo. Já os agrotóxicos, ao atingir o solo e a água, de forma interligada, podem 
afetar níveis mais altos do sistema, como mamíferos e o próprio homem (PIGNATI et al., 
2007; STEFFEN et al., 2011). 
A capacidade de germinação (TABELA 8) das sementes de Lactuca sativa não foi 
afetada em nenhuma das concentrações, entretanto, o índice de germinação foi reduzido entre 
21,57% e 26,72%, para as concentrações de 1%, 0,10% e 0,01%. Segundo Carvalho et al., 
(2015) a germinação é mais resistente à substâncias alelopáticas do que o crescimento das 
plântulas.  
 
TABELA 8 - CAPACIDADE ALELOPÁTICA DO ÓLEO ESSENCIAL DE C. glandulosus 
Amostra Hipocótilo (mm) Radícula (mm) %G IVG 
Água destilada 30,51±5,13 b 25,34±5,60 c 100±0,57 a 4,08±1,15 b 
Tween 1% 32,13±5,47 b 24,61±7,64 c 95±0,50 a 4,16±1,23 b 
1% 24,31±8,16a 20,10±8,69 b 95±0,50 a 3,01±0,68 a 
0,10% 19,08±10,27a 18,17±10,36 b 90±0,58 a 3,20±0,68 a 
0,01% 28,50±9,99b 25,07±9,90 c 92±0,58 a 2,99±0,83 a 
0,001% 30,99±7,06 b 13,01±3,63 a 100±0,00 a 3,74±0,69 a 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Porcentagem de germinação (%G); Índice de velocidade de germinação (IVG). Os resultados estão 
expressos em média aritmética ± desvio padrão. Letras iguais na mesma coluna, não representam diferença 
estatística a nível de significância p<0.05 pelo teste de Scott Knott.  
 
No teste de crescimento (TABELA 8), o hipocótilo foi inibido em 20,33% e 37,47% 
respectivamente, nas concentrações de 1% e 0,10% e o crescimento da radícula inibido em 
20,68%, 28,30% e 48,66% respectivamente, nas concentrações de 1%, 0,10% e 0,001%. Os 
resultados demonstraram que o óleo influencia o crescimento das plântulas de forma mais 
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evidente do que a germinação das sementes, o que corrobora com dados encontrados na 
literatura para o estudo de alelopático de Mimosa bimucronata (JACOBI; FERREIRA, 1991) 
e Eucalyptus urograndis (CARVALHO et al., 2015).  
Logo, a inibição das plântulas durante seu crescimento é um mecanismo mais efetivo 
de alelopatia do que a inibição da germinação (JACOBI; FERREIRA, 1991). A alelopatia é 
muito importante na competição e crescimento de muitas espécies, principalmente plantas de 
cultivo. Dessa forma, o óleo essencial e extratos de plantas, podem ser utilizados como 
herbicidas naturais, pois, alguns estudos têm demonstrado que os monoterpenos são 
inibidores potentes da mitose celular (SAHARKHIZ et al., 2008; CASIMIRO et al., 2017).  
Estudos demonstram o potencial fitotóxico dos terpenos volatéis, que atuam na 
inibição da germinação de sementes e do alongamento da radícula, podendo-se dizer que esta 
propriedade alelopática dos terpenoides ocorre devido aos efeitos negativos na expansão 
celular, na síntese de DNA e proliferação celular, inibindo preferencialmente a mitose celular 
no meristema apical da raiz (NISHIDA et al., 2005; SAHARKHIZ et al., 2008; MANCINI et 
al., 2011). 
Nishida et al. (2005) também observaram que alguns terpenos influenciam o 
crescimento da radícula, mais severamente do que o hipocótilo. Este fato está provavelmente 
relacionado às diferenças na forma de crescimento dos dois órgãos. O crescimento do 
hipocótilo depende do alongamento de cada célula, que já ocorreu no embrião dentro da 
semente, enquanto o crescimento radicular envolve tanto a proliferação, como o alongamento 
das células (POSPÍŠILOVÁ; OBROUCHEVA, 2000). Dessa forma, a composição 
predominante de terpenos no óleo essencial de C. glandulosus, podem indicar algumas vias de 
inibição das plântulas de L. sativa.  
Além disso, neste estudo, não foi possível observar um efeito dose-resposta em 
relação à inibição do crescimento dessas plântulas. Porém, o mesmo comportamento foi 
observado em outros estudos como o de Sausen et al. (2009), que avaliou o crescimento de 
mudas de tomate submetidas a extratos de Nepeta meyeri. A pesquisa de Yun et al. (1993) 
com óleo essencial de Artemisia princeps, também não demonstrou efeito dose-resposta. O 
mecanismo para esse comportamento ainda não foi completamente elucidado, portanto, nosso 
grupo de pesquisa presumiu que a inibição pode estar associada à substâncias alelopáticas, 
que em uma concentração específica são capazes de desempenhar um papel de fitotoxicidade 
por meio do sinergismo e /ou antagonismo do compostos ali presentes. Dessa forma, um 
único composto pode afetar muitas funções biológicas, enquanto muitos podem comprometer 
a mesma via biológica (MALHEIROS; PERES 2001). 
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O estudo com o óleo essencial de C. glandulosus, resultou na presença de plântulas 
anormais, com raízes primárias atrofiadas e defeituosas, indicando fitotoxicidade, o mesmo 
fenômeno foi observado por outros autores em estudos de alelopatia (BORELLA et al., 2009; 
OLIVEIRA et al., 2012, CARVALHO et al., 2015). Os parâmetros analisados, servem como 
base para estudos futuros acerca da aplicação do óleo essencial em grandes culturas, o que 
pode ser vantajosa devido às substâncias fitotóxicas, capazes de inibir o crescimento de 
plantas indesejáveis, apresentando baixo impacto ambiental devido à menor meia-vida das 
substâncias naturais (DUKE et al., 2000). Além disso, o desenvolvimento das plantas 
daninhas nos cultivos agrícolas causa perdas financeiras exigindo o uso de herbicidas, 
comprometendo as condições ambientais, agregando adicionalmente, maior custo ao manejo 
agrícola (BATISH et al., 2007).  
Em relação à capacidade antioxidante, no ensaio de fosfomolibdênio o óleo de 
Croton glandulosus demonstrou melhor redução do complexo (TABELA 9) quando 
comparado com o padrão rutina (106,38%).  
 
TABELA 9 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO ÓLEO ESSENCIAL DE C. glandulosus 
 Fosfomolibdênio DPPH 
Amostra % AA/ Rutina1 % AA/ Ácido ascórbico1 % AA/ BHT1 CE50 μg /mL 
Óleo 106,38±0.015 27,56±0.004 62,17±0.053 >1000 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Resultados expressos em média aritmética e desvio padrão. Letras minúsculas iguais não representam 
diferença estatística a nível de significância p<0.05. 1% AA/ Rutina; ácido ascórbico e BHT = % Atividade 
Antioxidante em relação à Rutina; ácido ascórbico e BHT.  
 
O ensaio de fosfomolibdênio é uma técnica simples que avalia a capacidade do óleo 
em reduzir o Mo (VI) para o Mo (V), gerando a coloração verde em pH ácido (PRIETO et al., 
1999). No entanto, na técnica de sequestro do radical DDPH os resultados não foram 
expressivos, sendo necessária uma concentração maior que 1000 μg/mL para reduzir 50% do 
DPPH· presente no meio reacional. O que corrobora com algumas espécies de Croton, como 
o Croton zambesicus que apresentou CE50 de 4200 μg/mL (YAGI et al., 2016) e Croton 
urucurana CE50 de 3210 μg / mL (SIMIONATTO et al., 2007).  
Essa aparente discrepância nos resultados apresentados pode ser atribuído aos 
mecanismos envolvidos nas técnicas utilizadas e a hidro/lipofilicidade das substâncias 
antioxidantes presentes o óleo essencial. De acordo com Prieto et al. (1999) a técnica de 
formação do complexo fosfomolibdênio permite melhor a avaliação da capacidade 
antioxidante de componentes lipofílicos, o que pode justificar o melhor resultado obtido nesta 
técnica. Dessa forma, o potencial antioxidante do óleo de Croton glandulosus pode ser 
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explorado pela indústria farmacêutica e alimentícia, contribuindo com o desenvolvimento de 
alimentos funcionais ou conservantes de alimentos, como em alguns estudos realizados com 
óleo essencial de Croton (ROSSI et al., 2011; ROSSI et al., 2013). 
 
4.5 ESTUDOS QUÍMICOS DO EXTRATO BRUTO E FRAÇÕES DE C. glandulosus 
 
4.5.1 Teor de sólidos solúveis e rendimento do extrato bruto e frações 
 
O extrato etanólico (extrato bruto) apresentou 5,84% de sólidos solúveis totais, ou 
seja, para obtenção de 58,41 g de extrato bruto, são necessários 1 Kg de planta seca. Os 
resultados dos rendimentos das frações (TABELA 10) foram calculados baseado em 109,08 g 
de extrato total, onde de 115,71 g de extrato bruto, foram retirados 6,6258 g para as análises 
biológicas.  
 
TABELA 10 - RENDIMENTOS DAS FRAÇÕES A PARTIR DO EXTRATO BRUTO DE C. glandulosus 
Fração Massa obtida em g Rendimento em % 
Hexânica 33,85 31,04 
Clorofórmica 5,22 4,78 
Acetato de Etila 3,15 2,89 
Residual 43,49 39,87 
FONTE: O autor (2020). 
 
4.5.2 Pesquisa de grupos químicos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
 
Observou-se na cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato bruto, a 
presença de bandas castanhas, que indicam a presença de compostos fenólicos e bandas 
verdes, que indicam a presença de taninos. Sob a luz UV (Ultravioleta), foi possível verificar 
a presença de bandas amarelas, indicativo de flavonoides.  
As frações Clorofórmica (CLO), acetato de etila (FAC) e residual (RES), também 
demonstraram a presença de compostos fenólicos e flavonoides (Luz UV) (TABELA 11). O 





TABELA 11 - RESULTADOS DA DETERMINAÇÃO DA PRESENÇA DE GRUPOS QUÍMICOS DO 
EXTRATO E FRAÇÕES DE C. glandulosus EM CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA 
Grupo 
químico Fase Móvel Revelador EBR HEX CLO FAC RES 
Esteroides/ 
Triterpenos C7H8: C4H8O2 (93:7) 
Vanilina Sulfúrica 
1% + + + - - 
Flavonoides 
 
C4H8O2: CH2O2: H2O 
(95:3:2) 
Reativo de NEU 
 + - + + + 
Polifenóis C4H8O2: CH2O2: H2O (95:3:2) Cloreto férrico + - + + + 
Taninos C4H8O2: CH2O2: H2O (95:3:2) Cloreto férrico + + - - - 
Alcaloides CHCl3:CH3OH (95:5) c/ universo amônio Dragendorff - - - - - 
Cumarinas C7H8:C4H8O2 (80:20) 
Reativo de NEU 
e NaOH 1N + + + - - 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Símbolo + indicativo de reação positiva, símbolo – indicativo de reação negativa. Extrato bruto (EBR); 
Fração hexânica (HEX); Fração clorofórmica (CLO); Fração acetato de etila (FAC); Fração residual (RES). 
H2O: Água destilada; C7H8: tolueno; C4H8O2: acetato de etila; CH2O2: ácido fórmico; CHCl3: clorofórmio; 
CH3OH: metanol.  
 
Nos ensaios para esteroides e triterpenos, observou-se a presença desses grupos 
químicos nos extratos EBR, HEX e CLO, pela visualização de cor verde claro. Não se 
observou a presença de esteroides e triterpenos nas frações FAC e RES. Foi observada a 
presença de cumarinas nos extratos EBR, HEX e CLO, por meio da formação de banda azul, 
visível sob luz UV. No entanto, no ensaio sistemático de fitoquímica preliminar do material 
vegetal, não foi possível verificar a presença desse grupo químico, o que pode ter ocorrido 
devido ao método de extração, bem como pelos solventes utilizados. A escolha do solvente é 
muito importante no processo de extração de compostos bioativos. Deve-se considerar a 
seletividade, custo e segurança. Além disso, solventes de polaridade próximo à polaridade do 
soluto, terão um melhor desempenho no processo de extração na investigação fitoquímica 
(ZHANG; LIN; YE, 2018). Isso ocorre pois os solventes e métodos de extração podem 
interferir tanto no rendimento dos extratos, quanto na extração de moléculas de interesse, bem 
como, nas propriedades biológicas que o extrato pode desempenhar (HAYOUNI et al., 2007).  
Em relação ao método, a maceração é um processo simples, que possui como 
desvantagem uma baixa eficiência de extração, ao contrário da extração por equipamento de 
Soxhlet, que é um método automático de extração contínua, com alta eficiência de extração. 
Além disso, o tempo de extração utilizado para ensaio sistemático de fitoquímica preliminar, 
foi muito menor em relação ao tempo de extração no equipamento de Soxhlet, cujos extratos 
foram utilizados no ensaio de CCD. Isso ocorre devido ao tempo de duração da extração, que 
é considerado um ponto crítico no método, pois, a eficiência da extração aumenta conforme 
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aumenta o tempo de duração do procedimento, que sessa quando o soluto atinge um equilíbrio 
(ZHANG; LIN; YE, 2018). 
Tanto no ensaio sistemático de fitoquímica preliminar do material vegetal, como nos 
extratos e frações obtidas pelo Soxhlet, não se observou a presença de alcaloides. Os 
resultados encontrados no teste de CCD do extrato bruto e frações, demonstram similaridade 
com o ensaio fitoquímico preliminar realizado com o material vegetal, o qual verificou-se a 
presença de compostos fenólicos, flavonoides, taninos, esteroides e triterpenos. 
Os resultados encontrados corroboram com dados da literatura, que demonstraram a 
presença de compostos fitoquímicos em outras espécies de Croton, como Croton sellowii e 
Croton urucurana nas quais observou-se a presença de esteroides e triterpenos, além de 
alguns flavonoides em seus extratos (JUNIOR et al., 2006; DUTRA; VILLANOVA; 
SEVERI, 2016). O gênero Croton é rico em metabólitos secundários, como flavonoides e 
terpenos. Dentre os terpenoides mais predominantes, destacam-se os diterpenos, 
principalmente os do tipo clerodano, podendo ser encontrados em menores proporções, 
triterpenos pentacíclicos e esteroides (PUEBLA et al., 2002; LOPES et al., 2012; ABEGA et 
al., 2014).  Várias atividades biológicas têm sido descritas para alguns terpenos, como 
leishmanicida, antimicobacteriano, anti-inflamatório, anti-alzheimer, atividade anti-
proliferativa, entre outras atividades (LIMA et al., 2015; XU et al., 2015; ZHAO et al., 2016; 
YILMAZ; BOGA; TOPÇU, 2016; KAEMCHANTUEK et al., 2017). 
Além dos terpenoides, os flavonoides são comumente encontrados nas espécies de 
Croton, como Croton zambesicus, Croton schiedeanus, Croton gnaphalii e Croton 
campestres (LENCINA et al., 2001; GUERRERO et al., 2002; DOS SANTOS 2005; 
BARRETO et al., 2013; FURLAN et al., 2015; COELHO et al., 2019).  Os flavonoides são 
substâncias que possuem diversas atividades biológicas, como capacidade antimutagênica, 
antifúngica, leishmanicida, hepatoprotetora, antioxidante (BENTELDJOUNE et al., 2019; HE 
et al., 2019; OKUNO; MARUMOTO; MIYAZAWA, 2019; ROCHA et al., 2019; SOUZA-
MOREIRA et al., 2019). 
A presença de taninos nos extratos de C. glandulosus corroboram com estudos de 
outras espécies de Croton, que demonstraram a presença destes compostos, como os extratos 
de Croton lobatus, Croton elegans, Croton roxburghii e Croton urucurana (PANDA; 
BATISTA; DUTTA, 2010; KILANI et al., 2019; SANTOS SILVA et al., 2019; TOAQUIZA 
AGUAGALLO et al., 2019;). A presença de taninos nos extratos é importante, pois está 
relacionada à várias atividades biológicas, como anti-inflamatória, antifúngica, hepatoprotera, 
antioxidante, cardioprotetora, antiviral, imuno-modulatória, anti-hiperalgésico, entre outros 
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(KARAMAĆ, 2010; PANDA; BATISTA; DUTTA, 2010; KUMARI; JAIN, 2012; 
MOREIRA et al., 2013; SOBEH et al., 2018; TOAQUIZA AGUAGALLO et al., 2019).  
Em relação à presença de Cumarinas, algumas espécies de Croton também 
demonstraram a presença destes componentes, como Croton cajucara, Croton draco, Croton 
regelianus e Croton heliotropiifolius (SETZER et al., 2007; MENEZES TORRES 2008; 
RODRIGUES et al., 2012; SILVA et al., 2017). Estes componentes possuem diversas 
atividades biológicas, como antioxidante, antitumoral, antifúngica, antinociceptiva, anti-
inflamatória, antiangiogênica, entre outras (WEBER; STEFFEN; SIEGERS, 1998; LEAL et 
al., 2000; LEE et al., 2006; STEIN et al., 2006; KADHUM et al., 2011). 
 
4.5.3 Isolamento e identificação de substâncias puras da fração acetato de etila 
 
Durante o processo de fracionamento da fração acetato de etila, formou-se um 
precipitado no fundo do balão do Soxhlet, envolvido por uma goma de cor marrom. O 
precipitado foi ressolubilizado em metanol, com sucessivas lavagens e centrifugação (3.000 
rpm/4 min.) para retirada da substância pura (FIGURA 20). 
 
FIGURA 20 - PROCESSO DE ISOLAMENTO DO FLAVONOIDE 
 
FONTE: O autor (2020). 
 
Posteriormente, realizou-se a separação de substâncias com a fração acetato de etila, 
utilizando-se coluna cromatográfica gravimétrica, da qual obteve-se um pó amarelo e amorfo 
na subfração 85:15 (acetato de etila: metanol) da coluna. Os precipitados obtidos a partir do 
resíduo do balão e da subfração cromatográfica, foram submetidos à Cromatografia em 
Camada Delgada (CCD) para determinação de grupos químicos. Após a revelação com o 
reativo de NEU, observou-se a presença de banda amarela sob luz UV (Ultravioleta), 
indicativo da presença de flavonoides. Em visto disso, os precipitados foram submetidos ao 
espectrômetro de RMN 1H e 13C para identificação das estruturas químicas. A partir dos 
espectros de RMN verificou-se os isolados do resíduo do balão e da subfração acetato de etila, 












































































































































































































































































































Na FIGURA 22 está apresentado o espectro de RMN de 1H, no qual observou-se 2 
dubletos em 8,03 ppm e 6,90 ppm, referentes ao acoplamento dos hidrogênios na posição 2 e 
6 e acoplamentos dos hidrogênios na posição 3 e 5 do anel B da estrutura do flavonoide. O 
dubleto no deslocamento de 4,69 está relacionado ao hidrogênio do carbono anomérico do 
grupo glicosil.  
Na FIGURA 23 está apresentado o espectro de RMN de 13C, no qual observou-se o 
deslocamento em 104,5 que está relacionado à ligação do carbono 8 do anel A do flavonoide 
com o carbono anomérico do grupo glicosil, cujo deslocamento em 73,2 caracteriza do 
composto químico vitexina. 
Na TABELA 12, realizou-se a comparação dos sinais do espectro da vitexina isolada 
da fração acetato de etila de C. glandulosus, com os dados da literatura. Os sinais do espectro 
de RMN 1H em 4,69 na posição 1”, sugerem a presença de um grupo glicosil, na posição do 
carbono 8 do anel A, o que corrobora com o encontrado na literatura para a vitexina. Os 
demais sinais, indicam que este composto é uma flavona C-glicosilada, identificada como 
apigenina 8-C-glicosídeo ou Vitexina.  
 
TABELA 12 - DADOS DE DESLOCAMENTO DO ESPECTRO DE 1H RMN (200 MHz) DA VITEXINA EM 





JUNG et al., 2014 
1H  
WEN et al., 2017 
1 - - - 
2 - - - 
3 6,79 s 6,76 s 6,77 s 
4 - - - 
5 13,18 s 13,15 s 13,16 s 
6 6,27 s 6,26 s 6,26 s 
7 - - - 
8 - - - 
9 - - - 
10 - - - 
1’ - - - 
2’ 8,03 d (J: 8,6 Hz) 8,01 d (J: 8,7 Hz) - 
3’ 6,90 d (J: 8,6 Hz) 6,88 d (J: 8,7 Hz) 6,90 d (J: 6,4 Hz) 
4’ - - - 
5’ 6,90 d (J: 8,6 Hz) 6,88 d (J: 8,7 Hz) 6,90 d (J: 6,4 Hz) 
6’ 8,03 d (J: 8,6 Hz) 8,01 d (J: 8,7 Hz) - 
1” 4,69 d (J: 9,9 Hz) 4,69 d (J: 9,8 Hz) 4,69 d (J: 9,9 Hz) 
2” - - - 
3” - - - 
4” - - - 
5” - - - 
6” - - - 
FONTE: O autor (2020). 
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Para o espectro de RMN de 13C, a identificação da vitexina foi confirmada por meio 
de dados de deslocamento no espectro, que foram comparados com a literatura, conforme 
demonstrado na TABELA 13.  
 
TABELA 13 - DADOS DE DESLOCAMENTO DO ESPECTRO DE 13C RMN (200 MHz) DA VITEXINA EM 





JUNG et al., 2015 
13C  
WEN et al., 2017 
1 - - - 
2 163,8 164,0 163,7 
3 102,3 102,5 102,4 
4 182,0 182,2 181,7 
5 161,0 160,5 161,0 
6 98,0 98,2 98,2 
7 162,4 162,7 162,7 
8 104,5 104,1 104,7 
9 155,9 156,1 156,5 
10 103,9 104,7 104,1 
1’ 121,5 121,7 121,5 
2’ 128,9 129,0 129,6 
3’ 115,7 115,9 115,7 
4’ 160,3 161,2 160,3 
5’ 115,7 115,9 115,7 
6’ 128,9 129,0 128,6 
1” 73,3 78,7 73,3 
2” 70,7 73,5 70,8 
3” 78,5 70,9 78,5 
4” 70,4 70,6 70,4 
5” 81,7 81,7 81,7 
6” 61,2 61,4 61,1 
FONTE: O autor (2020). 
 
Após a identificação, estimou-se o teor da vitexina, nos extratos EBR, CLO, FAC e 
RES (TABELA 14). O dado obtidos demonstraram que a fração FAC e o extrato EBR, 
apresentaram, o maior teor do flavonoide, 3,50% e 1,67%, respectivamente; seguido da fração 
CLO (0,59%), e em menor proporção na fração RES (0,13%). 
 
TABELA 14 - TEOR DE VITEXINA NAS FRAÇÕES DE C. glandulosus 
Amostra Área sob o sinal Tempo de retenção min. Concentração μg/ mg 
EBR 3595494 21,6425 16,70 
CLO 1172312 21,6842 5,90 
FAC 7710067 21,7158 35,05 
RES 152008 21,6258 1,35 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: EBR: Extrato bruto; HEX: Fração hexânica; CLO: Fração clorofórmica; FAC: Fração acetato de etila, 
RES: Fração residual.  
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Os resultados foram calculados por meio da equação da reta obtida da curva analítica 
construída por análise de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – UV (CLAE-UV), na 
qual utilizou-se padrão de Vitexina (Aldrich 99% de pureza) (FIGURA 24). 
 
FIGURA 24 - GRÁFICO DA CURVA ANALÍTICA DE VITEXINA E EQUAÇÃO DA RETA 













1 .5 10 7
Y = 2 2 4 2 5 1 x - 1 5 0 3 0 3
R 2 = 0 ,9 9 1 9
 
FONTE: O autor (2020). 
 
Os resultados demonstram que o extrato bruto e a fração acetato de etila, possuem 
teor considerável de vitexina, o que pode ser explorado nas atividades biológicas e 
farmacológicas, tendo em vista que, a vitexina é um flavonoide reconhecido por seu potencial 
antioxidante e atividades farmacológicas como antinociceptiva (ÖZKAY; CAN, 2013), anti-
isquêmica (DONG et al., 2011; LIU et al., 2018), anti-asmática (VENTURINI et al., 2018), 
antitumoral, antiinflamatório, efeitos anti-hiperalgésico e neuroprotetores (HE et al., 2016).  
A Vitexina apresentou alto potencial antioxidante na captura do radical DPPH e do 
cátion radical ABTS. Em outros estudos, a Vitexina atenuou significativamente a ação de 
espécies reativas de oxigênio (ROS), em modelos experimentais com células de HepG2, 
expostas ao peróxido de hidrogênio, modulando a atividade e expressão de enzimas 
antioxidantes endógenas, implicando seu potencial na redução do estresse oxidativo e na 
manutenção da homeostase redox celular (KHOLE et al., 2016). 
A vitexina é relatada pela primeira vez na espécie de C. glandulosus. Este 
flavonoide, também é encontrado em grandes quantidades em flores de Trollius chinensis 
(CHEN et al., 2017) e folhas de Ficus deltoidea (CHOO et al., 2012); e em outras espécies do 
gênero Croton, como folhas de Croton zambesicus (WAGNER; HORHAMMER; KIRALY, 
1970), Croton cajucara (NASCIMENTO et al., 2017), Croton tonkinensis (GIANG; LEE; 
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SON, 2004), Croton lechleri (ALONSO-CASTRO et al. 2012) e partes aéreas de Croton 
lobatus (LAGNIKA et al., 2009).  
 
4.5.4 Fingerprint dos extratos e frações por CLAE-UV 
 
Por meio de análise cromatográfica por CLAE-UV, verificou-se a presença de picos 
de vitexina no extrato bruto e frações de C. glandulosus, quando comparados ao pico do 
padrão Vitexina (Aldrich 99% de pureza) que apresentou tempo de retenção em 21.734 no 
cromatograma (FIGURA 25).  
 
FIGURA 25 - ESPECTRO DE CLAE-UV DA VITEXINA  
 
FONTE: O autor (2020). 
 
O fingerprint do extrato e frações, demonstra a presença de picos intensos e 
característicos de vitexina, no extrato EBR e fração FAC, e em menor intensidade nas frações 
CLO e RES. Entretanto, o cromatograma demonstra que a vitexina não é o composto 




















































































































































A fração FAC, apresentou maior intensidade do pico de vitexina, e 
consequentemente maior teor da substância (FIGURA 27). Este resultado era esperado, tendo 
em vista os solventes utilizados na extração, como acetato de etila, que devido sua polaridade, 
leva à extração de flavonoides e flavonoides glicosilados. Alguns estudos demonstraram que 
utilização do solvente acetato de etila, levou à separação de vitexina e isovitexina de Croton 
tonkinensis (GIANG; LEE; SON, 2004), e identificação de outros flavonoides em espécies do 
gênero Croton, como o estudo de Nardi et al. (2007) com Croton celtidifolius Bailon e o 
estudo de Aderogba et al. (2011) com Croton zambesicus. 
 
FIGURA 27 - CROMATOGRAMAS INDIVIDUAIS DO PADRÃO VITEXINA EM RELAÇAO AO 




FIGURA 27 - CROMATOGRAMAS INDIVIDUAIS DO PADRÃO VITEXINA EM RELAÇAO AO 







FIGURA 27 - CROMATOGRAMAS INDIVIDUAIS DO PADRÃO VITEXINA EM RELAÇAO AO 
EXTRATO BRUTO E FRAÇÕES DE C. glandulosus 
(conclusão) 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: EBR (Extrato bruto); B: CLO (Fração clorofórmio); C: FAC (Fração acetato de etila); D: RES 
(Fração residual). 
 
As bandas observadas em UV, do extrato EBR e frações FAC e CLO, foram 
confrontadas com as bandas do padrão Vitexina (FIGURA 28 e 29), demonstrando 
similaridade de 0,9999 (TABELA 15). Além disso, as bandas UV também apresentam 
similaridade com as bandas de UV descritas no livro de Mabry et al. (2012), o qual demonstra 
máximos de absorção entre 270 e 336 nm para o composto vitexina. As bandas de UV do 
flavonoide encontrado no extrato e frações, também corroboram com bandas de UV 




FIGURA 28 - PICOS DE ABSORBÂNCIAS EM CLAE-UV DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE C. 
glandulosus COMPARADOS AO PADRÃO VITEXINA 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: Extrato bruto; B: Fração clorofórmio; C: Fração acetato de etila.  
 
FIGURA 29 - COMPRIMENTO DE ONDA DOS PICOS DE ABSORBÂNCIAS DO PADRÃO VITEXINA 
COMPARADO AOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE C. glandulosus 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: Vitexina; B: Extrato bruto; C: Fração clorofórmio; D: Fração acetato de etila. 
 
Na análise de CLAE-UV, observou-se a presença do pico de vitexina no extrato 
bruto e frações, entre 21,642 e 21,728 min. Apesar das análises de CLAE-UV, a presença da 
vitexina nos extratos foi confirmada por meio do teste de RMN 1H e 13C.  
 
TABELA 15 - TEMPO DE RETENÇÃO E ABSORBÂNCIAS DA VITEXINA E PICOS NO EXTRATO 
BRUTO E FRAÇÕES DE C. glandulosus. 
Amostra Rt min. λmin, nm λmáx, nm Similaridade 
VTX 21,732 275,56 343,32 --- 
EBR 21,642 275,55 342,19 0,9999 
CLO 21,682 275,00 340,91 0,9999 
FAC 21,728 275,40 339,89 0,9999 
(Mabry et al. 2012) - 270,00 336,00 - 
FONTE: O autor (2020). 




O fingerprint do extrato bruto (EBR) e frações FAC e RES (FIGURA 27), 
demonstraram a presença de outros picos, na região do ultravioleta, característicos de 
compostos flavonoides, o que corrobora com os resultados do ensaio fitoquímico preliminar e 
da análise de grupos químicos por CCD, nos quais verificou-se a presença destes compostos. 
É possível que alguns picos observados nos cromatogramas do extrato e frações, sejam 
pertencentes à compostos oriundos da rota metabólica da vitexina, como a apigenina e 
isovitexina, por exemplo.  
Os flavonoides são sintetizados nas plantas, pela via fenilpropanoide, a qual converte 
a L-fenilalanina em 4-cumaril-CoA, gerando intermediários para a síntese de diversos 
flavonoides (MARIN et al., 2017). A naringenina (flavanona) é sintetizada a partir da tirosina, 
por ação de várias enzimas, e a partir da naringenina, é sintetizada a apigenina pela ação da 
flavona sintase (LEE et al., 2015). A vitexina (flavona), por sua vez, é formada após a 
glicosilação do anel, no carbono C-8, catalisado pela C-glicosiltransferase, que transfere uma 
molécula de glicose para a flavanona (apigenina) após oxidação. Porém, se a glicosilação 
ocorrer no carbono C-6, ocorre a síntese da isovitexina, isômero da vitexina (KERSCHER; 
FRANZ, 1987; ABDULLAH; CHUA; RAHMAT, 2017).  
Alguns estudos demonstraram a presença de vitexina em seus extratos, comumente 
acompanhada de isovitexina, como na composição dos extratos de Croton zambesicus 
(MOHAMED et al., 2009; ADERIGBA et al., 2011), Croton lobatus (LAGNIKA et al., 
2009), Croton cajucara (NASCIMENTO et al., 2017) e Phyllostachys edulis (XIE et al., 
2013). Como o precursor da vitexina é a apigenina, é possível que a apigenina esteja presente 
no extrato, como observado no estudo do extrato de Origanum sipyleum (OZKAN et al., 
2007).  
É necessário frisar que em análises por CLAE-UV, a apigenina pode apresentar 
espectros semelhantes ao da vitexina. Isso ocorre devido aos dois compostos diferirem entre 
si, pela presença de um grupo glicosídeo, ligado ao carbono 8 da estrutura da vitexina. Já a 
apigenina, não possui a presença do glicosídeo, sendo considerada uma aglicona conforme 




FIGURA 30 - ESTRUTURA QUÍMICA DA VITEXINA E APIGENINA 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: Estrutura química da vitexina; B: estrutura química da apigenina. 
 
Os flavonoides de origem natural, em especial os glicosilados, encontram-se entre os 
polifenóis mais abundantes nas plantas. Entre os flavonoides glicosilados, os C-glicosídeos, 
como vitexina, isoorientina, orientina, isovitexina e seus derivados, são mais frequentemente 
encontrados do que os demais flavonoides (XIAO et al., 2014; XIAO et al., 2016).  
Estudos têm demonstrado que a glicosilação em compostos bioativos, pode melhorar 
suas propriedades fisiológicas, farmacológicas, seletividade, estabilidade e solubilidade. 
Entretanto, as moléculas c-glicosiladas, apresentam-se mais estáveis do que as moléculas o-
glicosiladas, apresentando alta resistência química e à hidrólise enzimática (ABDULLAH; 
CHUA; RAHMAT, 2017). Consequentemente, os flavonoides c-glicosilados do que os o-
glicosilados, apresentam melhor potencial terapêutico, atuando como substâncias 
antitumorais, antioxidantes, hepatoprotetoras, antivirais, antibacterianas, antifúngicas, 
antiglicêmicas, antiplaquetárias, anti-inflamatórias, entre outras (XIAO et al., 2016).  
 
4.6 ESTUDOS BIOLÓGICOS DO EXTRATO BRUTO E FRAÇÕES DE C. glandulosus 
 
4.6.1 Avaliação da toxicidade preliminar dos extratos e frações 
 
Anterior aos estudos farmacológicos, realizou-se estudos preliminares do potencial 
toxicológico da espécie. Verificou-se que os extratos e frações de C. glandulosus não 
apresentaram letalidade para os náuplios de Artemia salina (TABELA 16), pois os valores de 




TABELA 16 - ENSAIO DE TOXICIDADE EM Artemia salina, DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE C. 
glandulosus 
AMOSTRA CL50 AMOSTRA CL50 
EBR > 1000 μg/ mL CLO > 1000 μg/ mL 
HEX > 1000 μg/ mL FAC > 1000 μg/ mL 
RES > 1000 μg/ mL QND 118,38 μg/ mL 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: EBR: Extrato Bruto; HEX: Fração Hexânica; RES: Fração Residual; CLO: Fração clorofórmica; FAC: 
Fração acetato de etila; QND: Quinidina. CL50: Concentração letal para 50 %.  
 
Conforme descrito anteriormente no item 4.4.2 no ensaio de A. salina com o óleo 
essencial, extratos com CL50 maior que 1000 μg/ mL, não representam toxicidade (NGUTA et 
al.; 2011). Entretanto, estudos toxicológicos in vivo são necessários para atestar sua segurança 
para uso terapêutico.   
O teste de capacidade hemolítica do extrato e frações, também foi avaliado como 
estudo preliminar de toxicidade. Os resultados estão apresentados na FIGURA 31.  
 
FIGURA 31 - AVALIAÇÃO DA PROPRIEDADE HEMOLÍTICA DOS EXTRATOS E  






































































































FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Gráfico de barras demonstrando a % de hemólise e diferença estatística a nível de 5% de significância 
pelo teste de Tukey. Letras minúsculas iguais não diferem estatisticamente entre si. B: Gráfico em linhas 
demonstrando a resposta da % de hemólise em relação à concentração das amostras. PBS: Controle Tampão 
Fosfato; MET: Controle metanol; EBR: Extrato Bruto; HEX: Fração Hexânica; CLO: Fração Clorofórmica; 




No teste de capacidade hemolítica, utilizou-se Triton 0,1% como controle 100% 
hemolítico. Para fins de comparação entre os extratos, utilizou-se o padrão saponina que 
atingiu 94,81% de capacidade hemolítica, na concentração de 1000 μg/mL. Em relação às 
amostras testadas, verificou-se que a fração HEX atingiu a maior porcentagem hemolítica 
entre os extratos (46,25%). 
Apesar do efeito hemolítico em altas concentrações de HEX, para se confirmar a 
natureza tóxica de qualquer produto vegetal, é preciso considerar vários fatores que possam 
alterar seu perfil químico, incluindo o estágio de crescimento, maturidade da planta, 
condições de armazenamento do produto (recém-colhidas ou armazenadas por muito tempo), 
variação sazonal na abundância relativa de fitoquímicos, partes específicas das plantas (como 
folhas, raízes, cascas, flores, sementes, etc.) que foram utilizadas, pois geralmente algumas 
cascas e frutos, podem conter alcaloides, taninos ou outros compostos tóxicos (TÉDONG, et 
al., 2007).  
Os taninos são compostos que podem desempenhar ação antioxidante, 
antimicrobiana, antitumoral, entre outras atividades biológicas. No entanto, estes compostos 
podem atuar de maneiras diferentes, dependendo do tipo de tanino e também, de sua 
concentração. Em baixas concentrações por exemplo, os taninos podem prevenir danos ao 
DNA, enquanto que em altas concentrações podem desempenhar efeitos tóxicos. Em relação 
ao tipo de taninos, o ácido tânico apresenta efeito hemolítico, enquanto que o ácido gálico e 
ácido elágico, não possuem efeito significativo (THOMAS; PECK, 1948; FEDELI et al., 
2004; ABED et al., 2013).   
No ensaio fitoquímico preliminar observou-se a presença qualitativa de taninos na 
fração HEX. Levando-se em consideração o efeito hemolítico dessa fração, com 
comportamento dose-resposta, podemos sugerir a presença de taninos com capacidade 
hemolítica estejam presentes em altas concentrações, ou que tenham menor influência 
antagonista de outros componentes químicos da fração. Portanto, estudos futuros mais 
aprofundados são necessários para o esclarecimento deste mecanismo. Apesar do 
comportamento hemolítico evidenciado em altas concentrações de HEX, pode-se aplicar a 
fração HEX no estudo de outros testes biológicos e de capacidade antioxidante, quando em 
baixas concentrações.   
Os demais extratos de C. glandulosus, apresentaram capacidade hemolítica abaixo de 
15%. O extrato EBR, apresentou comportamento dose-resposta, cujo aumento da 
concentração do extrato, levou ao aumento da capacidade hemolítica. A fração CLO, não 
demonstrou alteração da capacidade hemolítica, na faixa de 100 a 1000 μg/mL. Já as frações 
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FAC e RES, apresentaram comportamento dose-resposta até a concentração de 750 μg/mL 
(9,39% e 12,09%, respectivamente), porém, na concentração de 1000 μg/mL, ambas as 
frações demonstraram redução da capacidade hemolítica (3,64% e 4,81%, respectivamente).  
O extrato EBR, e frações HEX, FAC e RES, demonstraram capacidade hemolítica, 
estatisticamente inferior aos controles negativos (PBS e Metanol), nas menores concentrações 
(100-250 μg/mL). Para fins de comparação, devido a presença de compostos antioxidantes 
nos extratos, previamente estudados neste trabalho, utilizou-se um padrão fitoquímico, rutina 
(flavonoide), para verificar o seu comportamento mediante ao teste hemolítico.  
Os resultados obtidos demonstraram uma redução da porcentagem de capacidade 
hemolítica da rutina, nas concentrações de 750 e 1000 μg/mL, quando comparada ao controle 
PBS. Em vista disso, a baixa capacidade hemolítica do extrato e frações nas concentrações de 
100 e 250 μg/mL, pode estar relacionada à presença de flavonoides, que atuam como 
antioxidantes naturais, prevenindo o rompimento de eritrócitos.  
A presença de antioxidantes no extrato e frações, como os compostos fenólicos e 
flavonoides, estabilizam a membrana eritrocítica, capturando radicais livres, 
consequentemente prevenindo a hemólise (AHMED et al., 2019).  Vários estudos 
demonstraram a capacidade anti-hemolítica de flavonoides e extratos com potencial 
antioxidante, quando submetidos ao ensaio de hemólise, sendo que a ação hemolítica e anti-
hemolítica estão relacionadas à concentração dos flavonoides.  Pois estes podem atuar como 
antioxidantes ou pró-oxidantes, dependendo da mistura e ação sinérgica de outros compostos, 
bem como, da concentração em que estão presentes (KITAGAWA; SAKAMOTO; TANO, 
2004; ASGARY; NADERI; ASKARI, 2005; RAMAN et al., 2016; EREN-GUZELGUN; 
INCE; GURER-ORHAN, 2018; AHMED et al., 2019).  
No teste de alelopatia, os resultados da porcentagem de germinação (%G) e índice de 
velocidade de germinação (IVG), estão apresentados na FIGURA 32. Não observou-se 
diferença estatística significativa (p<0,05) em relação à porcentagem de germinação (%G), 











































































































































































































































































































































































































































































































































Em relação ao IVG, o extrato EBR, demonstrou aumento de 39,11%, em todas as 
concentrações, em relação ao controle (água destilada). A fração HEX, demonstrou aumento 
do IVG de 51,62% em relação à água, nas concentrações de 100 a 750 μg/mL. Já a fração 
CLO, apresentou aumento do IVG em 45,01%, apenas na concentração de 100 μg/mL. A 
fração FAC, apresentou aumento do IVG nas concentrações de 250 e 500 μg/mL, de até 
41,32%. A fração RES, apresentou comportamento não-dose dependente, sendo que houve 
aumento do IVG de 36,90%, em relação à agua, nas concentrações de 100 a 500, e na 
concentração de 1000 μg/mL.   
Estudos demonstram que o efeito dos extratos sobre a germinação é menor quando 
comparado ao desenvolvimento da plântula, pois o processo germinativo utiliza reservas 
energéticas das próprias sementes. Entretanto, as frações demonstram estímulo no índice de 
velocidade de germinação, sendo que algumas alterações no padrão de germinação, podem ser 
influenciados por ação dos fitoquímicos sobre a permeabilidade de membranas, respiração, 
transcrição e tradução de DNA, funcionamento de mensageiros secundários, conformação das 
enzimas e receptores, por exemplo (SAUSEN et al., 2009).  
Em relação ao crescimento das plântulas, o extrato EBR, apresentou aumento no 
crescimento do hipocótilo e da radícula, nas concentrações de 100 e 250, e aumento do 
hipocótilo na concentração de 1000, atingindo 44,22% e 97,79% de estímulo de crescimento 
do hipocótilo e radícula, em relação à água. Já a fração HEX, levou ao aumento do hipocótilo 
e da radícula, nas concentrações de 100, 250 e 750, atingindo 49,78%, 115% e 71% de 
estímulo de crescimento do hipocótilo e radícula, respectivamente, em relação à água.  
A fração CLO, demonstrou aumento do crescimento do hipocótilo e da radícula 
(FIGURA 33), respectivamente, nas concentrações de 100 e 500, atingindo 33,69% e 83,28% 
de crescimento do hipocótilo e radícula, respectivamente, em relação à água. A fração RES, 
demonstrou aumento no crescimento da radícula na concentração de 250, e crescimento do 
hipocótilo e radícula, nas concentrações de 500, 750 e 1000, atingindo 22,23% e 108,20% no 
crescimento do hipocótilo e radícula, respectivamente, em relação à água. A fração FAC, não 
demonstrou diferenças estatísticas significativa no crescimento da radícula e hipocótilo, 


























































































































































































































































































































































































































































































Os resultados demonstraram que os extratos foram capazes de estimular o 
crescimento do hipocótilo e da radícula em relação a água, e apesar de pouco frequente, 
outros estudos também relataram o estímulo do crescimento da alface (ÁQUILA et al., 1999). 
Observou-se um comportamento não dose-dependente, para as amostras de EBR, HEX e 
CLO. Isso ocorre devido ao sinergismo das substâncias presentes, que em determinada 
concentração, apresentam as características necessárias para desempenhar determinada 
atividade biológica. Além disso, os efeitos alelopáticos de uma espécie, variam em função da 
idade e da parte da planta coletada. Outro fator a ser considerado, é que a produção e 
distribuição de aleloquímicos na planta, podem variar dentro de uma mesma espécie (SOUZA 
FILHA et al., 2003). 
Foi observado no extrato e frações, a presença de esteroides e triterpenos, pelo ensaio 
de CCD. Estes compostos são importantes aleloquímicos, juntamente com os alcaloides, 
flavonoides, taninos e compostos fenólicos. (FIORENTINO et al., 2008; SCRIVANTI, 2010; 
ARECO et al., 2014). Estas substâncias são conhecidas por suas atividades alelopáticas 
(SAUSEN et al., 2009). 
A fração RES, apresentou um efeito dose-resposta, bem como a presença de 
flavonoides no ensaio de CCD. No entanto, por se tratar da fração residual do processo de 
extração, é provável a presença de nutrientes na fração, como sais, aminoácidos e açúcares, 
que podem causar o estímulo de crescimento das plântulas (SAUSEN et al., 2009).  
Apesar da presença destes compostos, é possível que várias outras substâncias 
possam atuar em conjunto para desempenhar o efeito estimulante do extrato e frações. Alguns 
estudos apontam que a alelopatia envolve um complexo de fitoquímicos, sendo que uma única 
substância não pode ser responsável sozinha, pela interferência no crescimento de plantas 
vizinhas. Isso ocorre porque não há somente interações bioquímicas brutas e efeitos nos 
processos fisiológicos, mas também, há mecanismos de ação a nível molecular, com sítios de 
ação específicos, que devem ser considerados (RIZVI et al., 1992; BEZUIDENHOUT et al., 
2012). 
O extrato EBR, demonstrou estímulo do crescimento das plântulas, nas 
concentrações mais baixas. Já as frações HEX e CLO, apresentaram estímulo de crescimento 
em concentrações baixas e intermediárias. Os resultados corroboram com levantamentos da 
literatura, que relatam o estímulo do crescimento do hipocótilo e da radícula de plantas, 
quando em baixas concentrações, sendo que em altas concentrações, geralmente pode ocorrer 
a inibição do crescimento (RICE 1984; PUTNAM; TANG, 1986). 
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É importante ressaltar que houve, portanto, um efeito alelopático do extrato e frações 
de C. glandulosus, uma vez que a alelopatia é um mecanismo de interferência benéfica ou 
prejudicial no crescimento de plantas associadas, no qual de substâncias químicas são 
liberadas, podendo estimular ou inibir o crescimento de outras espécies próximas (AHMED; 
WARDLE, 1994; GATTI et al., 2010). Dessa forma, extratos com potencial alelopático, 
também podem ser utilizados no controle de plantas parasitas, sendo aplicados no solo como 
estimulantes de germinação de sementes e crescimento das plântulas, minimizando as perdas 
na produção agrícola no futuro (MALLIK; WILLIAMS, 2009; SHINWARI et al., 2017).  
Devido aos resultados encontrados para capacidade hemolítica, nas altas 
concentrações de HEX, os estudos com esta fração foram direcionados para o teste de 
capacidade larvicida em Aedes aegypti. Os resultados do ensaio larvicida com a fração HEX 
estão apresentados na TABELA 17. No entanto, nenhuma das concentrações apresentaram 
efeito larvicida nas condições avaliadas.  
 
TABELA 17 - ENSAIO LARVICIDA DA FRAÇÃO HEXÂNICA EM Aedes aegypti 
AMOSTRA CL50 AMOSTRA CL50 
HEX 50 > 1000 μg/ mL Água mineral > 1000 μg/ mL 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: HEX: Fração Hexânica. CL50: Concentração letal para 50 %.  
 
Os resultados de atividade antimicrobiana (TABELA 18), demonstraram que o 
extrato bruto e frações, não foram efetivos contra o crescimento bacteriano. No entanto, a 
fração HEX, na concentração de 250 μg/mL, indicou potencial antifúngico moderado, contra 
C. albicans, e as frações FAC e RES, na concentração de 31,25 μg/mL, apresentaram bom 
potencial antifúngico contras cepas desse fungo.  
 
TABELA 18 - RESULTADOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA POR CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA 
MÍNIMA (CIM) 
MICRO-ORGANISMO CIM μg/ml EBR HEX CLO FAC RES 
S. aureus ATCC 25913 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
E. coli ATCC 25922 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
P. aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
E. faecalis ATCC 29212 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
K. pneumoniae ATCC 700603 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
S. epidermidis ATCC 12228 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
S. typhimurium ATCC 14028 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
C. albicans ATCC 14053 >1000 250 >1000 31,25 31,25 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: EBR: Extrato Bruto; HEX: Fração Hexânica; RES: Fração Residual; CLO: Fração clorofórmica; FAC: 
Fração acetato de etila.  
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Na fração HEX, determinou-se a presença de esteroides e triterpenos, que podem 
estar relacionados à atividade antifúngica da fração, pois muitos esteroides e triterpenos 
glicosilados, exibem ação fungistática e fungicida. Os terpenos, são conhecidos por diversas 
atividades biológicas, incluindo a antibacteriana e antifúngica. Nesta classe, encontram-se os 
diterpenoides, que possuem capacidade antifúngica, devido à presença de um grupo ácido 
livre, na posição 18, e esta característica em sua estrutura, desempenha a habilidade de romper 
a membrana microbiana, o que pode justificar a ação antimicrobiana destes compostos 
(COWAN,1999; KUMAR et al., 2007; TENE et al., 2009; ABDEL-NAIME et al., 2019).  
A fração FAC e RES, demonstraram a presença de compostos fenólicos e 
flavonoides. Vários estudos têm demonstrado a ação antifúngica de compostos fenólicos, 
flavonoides e flavonoides glicosilados, principalmente contra C. albicans. Os flavonoides, 
principalmente aqueles glicosilados, possuem grande interesse em Estudos biológicos, devido 
à sua ação antibacteriana e antifúngica, entre outros efeitos biológicos. (OZCELIK et al., 
2011; TEODORO et al., 2015; XIAO et al., 2016). 
A capacidade antifúngica das frações de C. glandulosus, corrobora com outros 
estudos com espécies de Croton, que também apresentaram potencial antifúngico, contra C. 
albicans, como Croton zambesicus, Croton urucurana, Croton heliotropiifolius, Croton 
macrostachys (ABO et al., 1999; TENE et al., 2009; BARBIERI et al., 2014; QUEIROZ et 
al., 2014; OBEY et al., 2016). O potencial antifúngico das frações, sobre o crescimento de C. 
albicans, é significativo, pois este fungo está relacionado com a candidíase vaginal, 
candidíase atrófica e produção de aflatoxinas (ABO et al., 1999). Além disso, os tratamentos 
para C. albicans, têm um grande número de relatos de ineficiência, associado à resistência 
fúngica ao medicamento comumente utilizado, fluconazol (ALVIANO et al., 2005). Dessa 
forma, novos estudos com produtos naturais, podem levar a descoberta de fitoterápicos em 
potencial, para o tratamento de candidíase. 
 
4.7 ESTUDOS DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DAS 
PARTES AÉREAS DE C. glandulosus 
 
4.7.1 Capacidade antioxidante e teor de compostos fenólicos dos extratos e frações das partes 
aéreas de C. glandulosus 
 
O gênero Croton (Euphorbiaceae) possui metabólitos secundários como, terpenoides, 
alcaloides, polifenóis e flavonoides (BRAGA, 1960; JONE 2003; MACIEL et al., 2000). Em 
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vista da presença do flavonoide vitexina, determinou-se potencial antioxidante e o teor de 
compostos fenólicos totais (TPC) do extrato e frações de C. glandulosus. Os resultados destes 
estudos estão apresentados na TABELA 19.  
No ensaio de DPPH, tanto o extrato EBR (CE50 = 35,25 μg/mL) como a fração FAC 
(CE50 = 37,33 μg/mL), demonstraram significativo potencial antioxidante na captura deste 
radical, quando comparado ao padrão antioxidante rutina, que apresentou CE50 de 7,60 
μg/mL. Verificou-se que as frações CLO e RES também possuem significativa capacidade de 
captura do radical DPPH, com CE50 de 75,83 e 86,74 μg/mL, respectivamente. Entretanto, a 
fração HEX apresentou baixa capacidade antioxidante (CE50 = 316,93 μg/mL), quando 
comparado ao padrão rutina. Os resultados corroboram com ensaios de DPPH encontrados na 
literatura, de extratos de outras espécies de Croton, como por exemplo, Croton  argyratus, 
Croton  bonpladianus, Croton  sphaerogynus, Croton  caudatus, Croton  floribundus; Croton  
heliotrpiifolius e Croton  blanchetianus, que demonstraram significativa capacidade 
antioxidante das espécies (MOHD ALI et al., 2012; BHAVANA; KALAIVANI; SUMATHY, 
2015; SANTOS et al., 2016; SUBHASWARAJ et al., 2017; RODRIGUES et al., 2017; 
BARTH et al., 2018). 
 
TABELA 19 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE, TEOR DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS E 
CORRELAÇÃO DE PEARSON, DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DAS PARTES AÉREAS DE C. glandulosus 
Amostra DPPH ABTS FRAP ORAC FOSFO TPC 
EBR 35,25±0,29b 
r = 0,958* 
907,01±4,01e 
r = 0,994* 
1545,28±5,15d 
r = 0,972* 
282,31±2,31b 
r = 1,00* 
164,27±13,37b 




r = 0,948* 
95,82±1,36a 
r = 0,945* 
478,13±0,93a 
r = 0,945* 
157,35±5,05a 
r = 0,731 
338,72±1,88e 




r = 0,963* 
557,22±2,08c 
r = 0,996* 
1375,18±5,65c 
r = 0,997* 
381,92±0,71c 
r = 0,933 
259,05±0,45c 




r = 0,976* 
655,89±5,82d 
r = 0,999* 
2503,93±5,71e 
r = 0,994* 
668,25±3,58d  
r = 0,972 
154,51±0,32b 




r = 0,973* 
455,00±3,42b 
r = 0,994* 
1064,26±1,04b 
r = 0,988* 
156,41±0,72a 
r = 0,977 
77,25±0,02ª 
r = 0,996*  
51,30±3,39b 
N.a. 
RUT 7,60±0,15a 3620,82±4,53f 7212,32±14,45f N.a 313,93±0,27d N.a. 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Resultados da capacidade antioxidante expressos em: DPPH (CE50); ABTS (μmol eq.trolox.g-1), FRAP 
(μmol eq.sulfato ferroso.g-1), ORAC (μmol eq.trolox.g-1); FOSFO: Fosfomolibdênio (mg eq.ácido áscórbico.g-1); 
TPC: Teor de compostos fenólicos (mg.EAG.g-1). EBR: Extrato Bruto; HEX: Fração Hexânica; CLO: Fração 
Clorofórmica; FAC: Fração Acetato de Etila; RES: Fração Residual; RUT: Rutina. Resultados expressos em 
média aritmética e ± Desvio padrão. Letras iguais na mesma coluna, não diferem estatisticamente entre si à nível 
de 5% de significância pelo teste ANOVA post-hoc de Tukey. r = Coeficiente de correlação de Pearson. * 
Correlação significativa no nível de 0,01. N.a. = Não se aplica ou não foi realizado o teste.  
 
No ensaio de captura do ABTS+·, o extrato EBR (907,01 μmol eq.trolox.g-1) 
apresentou o melhor resultado entre as frações, seguido da fração FAC (655,89 μmol 
eq.trolox.g-1). As frações CLO e RES, demonstraram capacidade de captura do ABTS+· 
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mediana, já a fração HEX apresentou baixo potencial antioxidante. Esses resultados 
corroboram com estudos de outras espécies de Croton que também demonstraram 
significativo potencial de captura do ABTS·+, como Croton sphaerogynus, Croton 
gratissimus, Croton campestres, Croton argyrophyllus e Croton heliotropiifolius (SANTOS 
et al., 2016; JUNIOR et al., 2016; NJOYA et al., 2018; SILVA BRITO et al., 2018). O ensaio 
de captura do DPPH· e ABTS·+ são métodos baseados no sequestro de radicais livres por 
uma substância doadora de próton, sendo que ambos os testes são muito utilizados para 
avaliação o potencial antioxidantes de produtos naturais (NETO et al., 2016). 
A fração FAC demonstrou ação antioxidante significativa (2503,93 μmol eq.sulfato 
ferroso.g-1) no ensaio de FRAP, seguida do extrato EBR (1545,28 μmol eq.sulfato ferroso.g-
1). As frações CLO e RES, apresentaram capacidade antioxidante intermediária, e a fração 
HEX, demonstrou o menor efeito antioxidante. Os resultados encontrados corroboram com 
estudos de outras espécies de Croton, que demonstraram ação antioxidante por meio da 
redução do ferro, como Croton sphaerogynus, Croton campestres, Croton gratissimus, 
Croton zambesicus e Croton sparsiflorus (NDHLALA et al., 2013; SHAHWAR et al., 2015; 
SANTOS et al., 2016; JUNIOR et al., 2016). O método FRAP pode ser adequado para 
avaliação de antioxidantes em plantas, pois mede a capacidade antioxidante de forma direta, 
outros ensaios, no entanto, são geralmente indiretos e medem a inibição de espécies reativas 
(radicais livres) geradas na mistura de reação (HALVORSEN et al., 2002).  
No ensaio de ORAC, a fração FAC demonstrou o melhor efeito antioxidante (668,25 
μmol eq.trolox.g-1). Já as frações CLO e EBR, apresentaram efeito mediano, e os menores 
valores de capacidade antioxidante foram observados nas frações RES e HEX. Os resultados 
encontrados para C. glandulosus, corroboram com dados da literatura para a espécie de 
Croton, demonstrando a capacidade antioxidante de outras espécies, como Croton 
sphaerogynus e Croton oblongifolius (SANTOS et al., 2016; WIJESEKERA, 2017). 
O ensaio de ORAC (capacidade de absorção de radicais de oxigênio), diferentemente 
do ensaio de captura dos radicais DPPH e ABTS, é baseado na transferência de átomos de 
hidrogênio, avaliando a capacidade de inibição do radical peroxil pelo composto antioxidante. 
O radical peroxil é formado pela degradação térmica do AAPH (dicloridrato de 2,2'-Azobis 
(2-amidinopropano), que leva à oxidação da fluoresceína, e consequentemente a perda de sua 
fluorescência. Os compostos antioxidantes atuam por meio da transferência de um átomo de 
hidrogênio ao radical livre, evitando a degradação da fluoresceína (OU; HAMPSCH-
WOODILL; PRIOR, 2001; HUANG et al., 2002; HUANG; OU; PRIOR, 2005; KARADAG 
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et al. 2009). Além disso, este ensaio torna-se relevante por utilizar fonte de radicais que se 
assemelham ao sistema biológico (THAIPONG et al., 2006). 
Observou-se que os extratos com maior teor de compostos fenólicos e maior teor de 
vitexina, demonstraram melhor potencial antioxidante. Alguns estudos demonstram que o 
potencial antioxidante dos flavonoides, está relacionado com suas características estruturais, 
como a presença de um grupo catecol no anel B (e duas hidroxilas vicinais). Entretanto, nos 
ensaios de captura de íons metálicos, alguns estudos demonstram um alto potencial 
antioxidante devido à presença dos grupos hidroxilas dos flavonoides (HEIM et al., 2002; 
KUMAR; PANDEY, 2013; SANTOS et al., 2016). 
No ensaio de redução do complexo fosfomolibdênio, a fração HEX (338,72 mg 
eq.ácido áscórbico.g-1) apresentou a melhor capacidade antioxidante dentre os extratos, 
seguido da fração CLO (259,05 mg eq.ácido áscórbico.g-1). Os resultados de capacidade 
antioxidante pela redução do complexo fosfomolibdênio, para o extrato e frações de C. 
glandulosus, corroboram com estudos reportados na literatura, com outras espécies de Croton, 
como Croton penduliflorus e Croton corchoropsis, por exemplo (NETO et al., 2016; BAAH 
et al., 2017). 
O método do fosfomolibdênio é baseado na redução de Mo (IV) a fosfato verde/Mo 
(V) (PIETRO et al., 1999), neste ensaio, a amostra HEX apresentou menor correlação com o 
TPC. Apesar da fração HEX ter demonstrado menor potencial antioxidante nos ensaios de 
DPPH, ABTS, FRAP e ORAC, para o ensaio de fosfomolibdênio, a fração HEX, apresentou a 
melhor capacidade antioxidante em relação aos demais extratos. Isso se justifica devido as 
características apolares da fração hexânica, pois o ensaio de fosfomolibdênio é uma ótima 
alternativa para determinação da capacidade antioxidante de moléculas lipofílicas em extratos 
vegetais, óleos vegetais, manteigas, preparações cosméticas e farmacêuticas, soro humano, 
entre outras (PIETRO et al., 1999).   
As amostras CLO, EBR, FAC e RES, também demonstraram capacidade 
antioxidante pelo método de fosfomolibdênio, e apesar de menos apolares, a capacidade de 
redução do complexo fosfomolibdênio destas amostras, pode estar relacionada à outras 
substâncias, como ácido ascórbico, fenóis, tocoferóis, carotenoides e flavonoides, que 
segundo Pietro et al., (1999), também podem responder à este ensaio.  
Verificou-se que o potencial antioxidante dos extratos tem comportamento dose-
resposta, ou seja, aumenta gradualmente conforme aumenta-se a concentração das amostras, 
sendo os mesmos resultados observado por Sharma et al. (2010), no estudo com Croton 
sparsiflorus. Além disso, observou-se que, vários compostos são responsáveis pela ação 
123 
antioxidante do extrato e frações de C. glandulosus.  Observou-se que, alguns extratos 
demonstram melhor ação para um determinando método, e menor ação em outros. Isso ocorre 
devido à matriz complexa de metabólitos contidas nos extratos, que por interações sinérgicas, 
desempenham uma determinada ação biológica (LILA; RASKIN 2005). Devido à esta 
complexidade na composição química dos extratos e frações de espécies vegetais, 
metodologias com diferentes mecanismos químicos são necessários para atestar a real 
capacidade antioxidante de uma amostra vegetal (GUPTA; GUPTA, 2011). 
Em relação aos compostos fenólicos (TPC), a fração FAC demonstrou maior teor 
(185,94 mg.EAG.g-1), seguido da fração CLO (86,39 mg.EAG.g-1) e extrato EBR (71,36 
mg.EAG.g-1). A fração RES apresentou um teor intermediário, seguido da fração HEX, com 
baixo teor de compostos fenólicos totais.  
No teste estatístico de correlação de Pearson, a fração FAC demonstrou o maior 
valor de r no ensaio de DPPH, sendo que no ensaio de ABTS, o extrato EBR e frações CLO e 
FAC, demonstram os maiores valores de r. No teste de FRAP, observou-se os maiores valores 
de r para as frações CLO e FAC. No ensaio de ORAC, o extrato EBR foi o único com valor 
de r=1, que apresentou correlação positiva muito forte e significativa. As demais frações, 
apesar de apresentarem correlação positiva muito forte, não demonstraram correlação 
significativa. A fração HEX, demonstrou correlação positiva forte, não sendo significativa. 
No teste de redução de fosfomolibdênio, verificou-se os maiores valores de r, para as frações 
FAC e RES, e o menor valor de r para a fração HEX, sendo que ambos os extratos 
demonstraram correlação positiva muito forte e significativa.  
O alto teor compostos fenólicos também foi observado em outras espécies do gênero, 
Croton bonplandianum Baill e Croton Sparsiflorus (SHARMA et al., 2010; SISODIA; 
SIDDIQUI, 2010). Estes resultados corroboram com estudos da composição química de 
outras espécies do gênero, como Croton bonplandianum Baill e Croton sparsiflorus, que 
demonstraram significativo valor de TPC (SHARMA et al., 2010; SISODIA; SIDDIQUI, 
2010).  
Os compostos fenólicos são amplamente distribuídos no reino vegetal e exibem 
fortes antioxidantes devido à sua química estrutural ideal para a eliminação de radicais livres 
(RICE-EVANS et al., 1997; PRIOR; CAO, 2000). Geralmente, o potencial antioxidante está 
correlacionado ao conteúdo fenólico que pode ser determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau (DUDONNE et al., 2009). Os resultados de potencial antioxidante e teor de 
compostos fenólicos demonstrados no extrato e frações de C. glandulosus, corroboram com a 
literatura pois, as propriedades antioxidantes dos compostos fenólicos são bem conhecidas e 
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estudadas, principalmente pela capacidade em capturar radicais livres e evitar o estresse 
oxidativo (GUPTA; GUPTA, 2011).  
Este potencial antioxidante dos polifenóis, ocorre devido ao seu potencial redox, que 
atua por meio de muitos mecanismos. Eles são bons doadores de elétrons, têm capacidade de 
reduzir o íon férrico ao íon ferroso (RICE-EVANS et al., 1997; SHON et al., 2004). Dentre a 
os compostos fenólicos mais comuns nas plantas, encontram-se os flavonoides. Como 
verificado em testes fitoquímicos preliminares, CCD, HPLC e RMN, pode-se verificar a 
presença de flavonoides e flavonoides glicosilados (vitexina) nos extratos de C. glandulosus. 
Diante destes resultados, acredita-se que grande parte do potencial antioxidante do extrato e 
frações, estejam relacionados com a presença de flavonoides, e principalmente do flavonoide 
vitexina, isolado nesta espécie.  
A vitexina é conhecida por sua capacidade antioxidante, demonstrada em ensaios de 
captura do radical DPPH e do cátion radical ABTS. Além disso, alguns estudos demonstraram 
seu potencial farmacológico, como a capacidade de reduzir a nefrotoxicidade in vivo, 
potencial hepatoprotetor, redução de espécies reativas de oxigênio (ROS) em modelos 
experimentais com células de HepG2, expostas ao peróxido de hidrogênio, modulação da 
atividade e expressão de enzimas antioxidantes endógenas, redução do estresse oxidativo e 
manutenção da homeostase redox celular (MOHAMED et al., 2009; KHOLE et al., 2016; 
DUTTA et al., 2018). 
Devido ao potencial antioxidante dos extratos de C. glandulosus, estes podem ser 
utilizados na avaliação de atividades biológicas e farmacológicas, visando a investigação de 
doenças relacionadas à formação espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (RONS), pois 
sabe-se que as moléculas antioxidantes podem prevenir a formação excessiva de RONS, 
inibindo a sua ligação com estruturas ou moléculas biológicas (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 
1999; LOBO et al., 2010; VERMA et al., 2012; IGHODARO; AKINLOYE, 2018; NASMA 
et al., 2018). 
 
4.8 ESTUDOS DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DAS 
PARTES AÉREAS DE C. glandulosus 
 
4.8.1 Ensaio antioxidante em eritrócitos de carneiro induzido por AAPH 
 
O ensaio de antioxidante em eritrócitos de carneiro foi realizado para as frações FAC 
e RES. Como observado no ensaio de hemólise, estas frações demonstraram redução na 
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capacidade hemolítica nas concentrações de 100 e 250 μg/mL, inferior ao controle negativo 
do teste (PBS). Para verificar o comportamento antioxidante celular, realizou-se o ensaio anti-
hemolítico, sobre ação do agente produtor de radicais livres, AAPH (ABAP). Os resultados 
deste ensaio estão demonstrados na FIGURA 34.  
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FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: Fração acetato de etila; B: Fração residual. Os resultados foram expressos em média aritmética ± 
Desvio padrão. Letras iguais no mesmo gráfico, não diferem estatisticamente entre si à nível de 5% de 
significância pelo teste ANOVA post-hoc de Tukey. 
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As frações demonstraram eficiência na inibição da hemólise causada por radicais 
peroxil, formados pela degradação do AAPH. Quando eritrócitos são submetidos à uma 
suspensão de PBS, eles permanecem estáveis, sendo observado uma pequena taxa de 
hemólise. A adição do iniciador de radicais livres AAPH, na suspensão, leva à indução de 
hemólise, por meio de peroxidação lipídica, reduzindo também o teor de GSH intracelular 
(BENEDETTI et al. 2004). 
Observou-se a ação anti-hemolítica da fração FAC, nas concentrações de 50, 75 e 
100 μg/mL. Para a amostra RES, apesar dos valores não demonstrarem redução antioxidante 
significativa estatisticamente, quando comparada ao controle negativo PBS, observou-se 
redução hemolítica dose-dependente, na faixa de 10 a 200 μg/mL. Estes resultados indicam 
que as frações são capazes de reduzir o dano celular, causado pelo APPH, nos eritrócitos e 
corroboram com estudos de extratos vegetais, que demonstraram ação anti-hemolítica, por 
inibição da peroxidação lipídica, como por exemplo, os extratos das flores de Clitoria 
ternatea, Quercus ilex, Pinus halepensis, Xanthium strumarium, Actinidia arguta entre 
outros. (PHRUEKSANAN; YIBCHOK-ANUN; ADISAKWATTANA, 2014; CYBORAN-
MIKOŁAJCZYK et al., 2018; GUEMMAZ et al., 2018; MEZITI et al., 2019). 
Verificou-se que estas frações não demonstraram toxicidade preliminar nos ensaios 
de A. salina e alelopatia. Sugere-se que a proteção hemolítica, esteja relacionada à presença 
de compostos fenólicos e antioxidantes nas frações, bem como a ausência de substâncias 
hemolíticas, como saponinas, taninos e triterpenos, conforme verificado no teste de CCD. 
Além disso, os resultados estão em concordância com os obtidos no teste ORAC, que 
demonstra a capacidade de captura de radicais peroxil.  
A ação anti-hemolítica das frações de C. glandulosus, pode ser explicada pela 
presença de compostos fenólicos, incluindo os flavonoides, que possuem capacidade 
antioxidante conhecida. Segundo estudos de Chirinos et al. (2008), os efeitos anti-hemolítico 
de extratos de Tropaeolum tuberosum, estão relacionados ao teor de compostos fenólicos que 
atuam de forma sinérgica ou antagonista a outros compostos químicos presentes em seus 
extratos, reduzindo a oxidação lipídica. Estes compostos atuam na proteção da membrana dos 
eritrócitos, impedindo o rompimento desta por ação dos radicais peroxil (KITAGAWA; 
SAKAMOTO; TANO, 2004; MAGALHÃES et al., 2009; EREN-GUZELGUN; INCE; 




4.8.2 Ensaio de verificação de ânions superóxidos em neutrófilos humanos 
 
No ensaio qualitativo de redução do NBT (tetrazólio nitroazul), foi possível 
visualizar a superfície de ativação dos neutrófilos, induzida pela vitexina, por meio da 
formação de depósitos de formazan (FIGURA 35). 
 
FIGURA 35 - ATIVAÇÃO QUALITATIVA DE NEUTRÓFILOS HUMANOS 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: ativação de neutrófilos pela Vitexina; B: Neutrófilos humanos normais; C: Neutrófilos humanos 
em NBT; D: Neutrófilos humanos ativados pelo PMA.  
 
O teste de redução do NBT é um dos métodos mais utilizados para a avaliação do 
metabolismo oxidativo dos neutrófilos, avaliando sua ação bactericida (NATHAN 1974; 
ROTH et al. 1983). O método é baseado na redução do NBT por ânions superóxidos, que 
geram precipitados insolúveis de coloração azul, conhecidos como depósitos de formazan. A 
avaliação da ativação dos neutrófilos é realizada por meio da microscopia óptica, sendo que a 
localização do formazan é muito heterogênea, podendo estar presente na membrana da célula 
ou no interior dos fagócitos (NATHAN 1974; FONTEQUE et al., 2015).  
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Os resultados foram comparados ao controle positivo PMA (Forbol 12-miristato 13-
acetato) e demonstraram a formação de depósitos de formazan, no interior dos neutrófilos, 
resultante de sua ativação pelo flavonoide vitexina isolado de C. glandulosus. O PMA é um 
éster de forbol, estes compostos são produzidos por óleos de espécies da família 
Euphorbiaceae, como por exemplo Croton tiglium. O PMA causa estímulo dos neutrófilos, 
sendo que esta ativação não é realizada pelas vias clássicas de receptores de membrana. Esta 
substância atua na bicamada lipídica da célula, como intermediário para a proteína quinase C 
reativa (PCK). Por sua vez, a PCK atua no processo de sobrevivência, crescimento, 
proliferação, migração e apoptose celular (REPINE et al., 1974; SANTOS; ARAÚJO, 2000; 
WU-ZHANG; NEWTON, 2013). 
No ensaio quantitativo de NBT, observou-se a formação dos depósitos de formazan 
nos poços das microplacas (FIGURA 36), cuja absorbância foi avaliada e os resultados 
expressos em densidade ótica (FIGURA 37).  
 
FIGURA 36 - DEPOSITOS DE FORMAZAN EM MICROPLACA DE 96 POÇOS 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: NBT: nitroazul de tetrazólio; PMA: acetato miristato de forbol. 
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FONTE: O autor (2020). 
NOTA: VTX: Ativação de neutrófilos pela Vitexina; PMA: Neutrófilos humanos ativados pelo PMA; NBT: 
Neutrófilos humanos em NBT. Os resultados foram expressos em média aritmética ± Desvio padrão. Letras 
iguais no mesmo gráfico, não diferem estatisticamente entre si à nível de 5% de significância pelo teste ANOVA 
post-hoc de Tukey.  
 
Os resultados quantitativos, demonstraram ativação dos neutrófilos pela vitexina 
(VTX), com 17% de diferença do padrão PMA. O ensaio de ativação de neutrófilos humanos, 
apresenta relevância no estudo de produtos naturais, pois, juntamente com a cascata de 
ativação dos neutrófilos, ocorrem eventos relacionados à atividade microbicida, como 
desgranulação, fagocitose e geração de EROS. Uma ativação elevada dos neutrófilos, pode 
fazer com que esta célula produza armadilhas extracelulares denominada NETs (Neutrophil 
Extracelullar Traps), capazes de capturar alguns patógenos (KRUGER et al., 2015). 
A vitexina apresentou efetiva ativação neutrófilos (83%), em relação ao controle 
PMA. Outros estudos com extratos vegetais, também demonstraram a ativação de neutrófilos, 
com estímulo da redução intracelular de NBT, como extratos e isolados de Ricinus communis; 
Ziziphus jujuba e Caesalpinia pulcherrima (GANACHARI; KUMAR; BHAT, 2004; 
KUMAR; SINGH; GHOSH, 2011; MADAGUNDI et al., 2012). Estudos demonstram que os 
extratos vegetais, e seus agentes imunomoduladores, como polissacarídeos, lecitinas, 
flavonoides e taninos, aumentam a resposta imunológica e a resposta do corpo, contra 
patógenos. Entretanto, é necessário que estudos sistêmicos sejam realizados para fundamentar 
as hipóteses terapêuticas destes agentes. Pois, a etapa final da fagocitose é a morte intracelular 
do micro-organismo, pelos neutrófilos, o qual dependente do impulso metabólico e ativação 
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dos neutrófilos para desempenhar a atividade microbicida (DANIEL et al., 1994; BRITISH 
PHARMACOPEIA, 1999; FULZELE et al., 2003).  
Os neutrófilos possuem como principal função a fagocitose. Estas células são 
importantes em processos infeciosos causados por micro-organismos, pois são o primeiro tipo 
celular a migrar para o local da inflamação (JUNIOR et al., 2007). Entretanto, como 
componente da resposta imune inata e adaptativa, também desempenham um papel 
importante na imunidade (DOEING et al., 2003; JUNIOR et al., 2007; AMULIC et al., 2012). 
Dessa forma, para atestar a reposta imunomoduladora da vitexina, são necessários um ensaio 
sistemático, incluindo além do ensaio de NBT, os ensaios, fagocitose de cepas mortas de 
Candida albicans, locomoção de neutrófilos e quimiotaxia (KUMAR; SINGH; GHOSH, 
2011). 
 
4.8.3 Ensaio de viabilidade celular por MTT de neuroblastoma humanos 
 
Para investigar o efeito citotóxico dos extratos, realizou-se o ensaio de viabilidade 

































































































































































































































































































































































































































































































































































No ensaio de MTT para a linhagem de neuroblastoma BE-M17, observou-se um 
comportamento não-dose dependente para o extrato EBR, o qual demonstrou efetiva ação 
citotóxica, na concentração de 0,1 μg/mL. As frações FAC e RES, também demonstraram 
potencial citotóxico não-dose dependente, porém para esta linhagem celular, estas frações 
apresentaram citotoxicidade, apenas na maior concentração do extrato (100 μg/mL). As 
frações HEX e CLO, apresentaram comportamento dose-resposta, e uma efetiva 
citotoxicidade nas concentrações de 0,1 μg/mL. 
O comportamento não-dose dependente, está relacionado ao sinergismo/ 
antagonismo de compostos químicos presentes nos extratos, que levam à ação citotóxica 
quando atingem uma concentração específica, ideal para esta atividade. Pois, uma única 
molécula não pode ser responsável sozinha pelas funções biológicas de um extrato, e vários 
compostos, não podem ser responsáveis por uma única ação biológica (MALHEIROS e 
PERES, 2001; LILA e RASKIN, 2005). 
Neste ensaio, verificou-se que as frações mais lipofílicas, demonstraram melhor 
potencial citotóxico para a linhagem BE-M17. Estes resultados corroboram com os dados 
obtidos neste estudo, que demonstram o potencial antioxidante da fração HEX, pela técnica de 
fosfomolibdênio, bem como toxicidade celular no ensaio de hemólise, devido à presença de 
grupos químicos como esteroides, triterpenos, taninos e cumarinas. Já a fração CLO, 
demonstrou potencial antioxidantes em várias técnicas, bem como a presença de esteroides, 
triterpenos, flavonoides, polifenóis e cumarinas. Os resultados de citotoxicidade de 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































No ensaio de MTT com neuroblastoma CHLA-20, observou-se que as melhores 
respostas foram encontradas para as frações FAC e RES, que tiveram ação na concentração de 
0,1 μg/mL. O extrato EBR, também demonstrou significativa redução da viabilidade celular 
na concentração de 1 μg/mL. Já as frações CLO e HEX, demonstraram citotoxicidade nas 
maiores concentrações dos extratos. Devido a composição química complexa dos extratos, 
pode-se verificar, que cada extrato ou fração, possui um comportamento diferente, frente à 
determinadas linhagens celulares (LILA; RASKIN, 2005).  
Dessa forma, verificou-se de forma geral, o potencial antitumoral de C. glandulosus, 
cujos resultados corroboram com estudos de outras espécies de Croton, que demonstraram 
efeito antiproliferativo em várias linhagens tumorais, como C. cajucara (MACIEL et al., 
2007) que citotoxicidade contra linhagens celulares de K562 e C. macrobothrys, que 
demonstrou efeito antitumoral contra linhagens de NCI-H460 (MOTTA et al., 2011). 
Também foram reportados a ação antitumoral de câncer de estômago e cólon de C. 
palanostigma (SANDOVAL et al., 2002); atividade antiproliferativa de C. lechleri contra 
células leucêmicas K562 (ROSSI et al., 2003) e potencial antitumoral de extratos das folhas e 
talos de C. erythroxyloides (SAVIETTO et al., 2013). 
Podemos sugerir que todos os extratos de C. glandulosus apresentaram efeitos 
citotóxicos sobre as linhagens celulares de neuroblastoma, BE-M17 e CHLA-20, em 
diferentes graus de sensibilidade, demonstrando seu potencial para ensaios antitumorais in 
vivo. O que pode estar relacionado com a presença de compostos com capacidade 
antioxidante e polifenóis, que possuem efeito na redução de radicais livres, os quais causam 
danos à várias células e estão relacionados à várias doenças, incluindo o câncer (SHON et al., 
2004). 
Além disso, o estudo de produtos naturais na terapia do câncer é importante, no 
tratamento de tumores agressivos, como o neuroblastoma, que resulta em altas taxas de 
mortalidade infantil, pois o tumor se desenvolve no sistema nervoso de pacientes pediátricos. 
Além disso, os tratamentos atuais são muito agressivo e tóxicos, e o uso de produtos naturais 
com potencial antitumoral, podem representar uma alternativa a estes tratamentos (COLIC; 
PAVELIC, 2000; MARIS et al., 2007; KAMIHARA et al., 2017; WONG et al., 2018). 
  
4.9 ENSAIOS DE ATIVIDADES FARMACOLÓGICAS IN VIVO DO EXTRATO EBR, 
FRAÇÃO FAC E VITEXINA. 
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4.9.1 Avaliação da atividade antitumoral em modelo experimental de tumor sólido de Ehrlich 
em camundongos Swiss 
 
O tumor tornou-se visível após o 7° dia, o qual iniciou-se o processo de medição do 
volume. Conforme demonstrado na FIGURA 40, todas as amostras testadas, exibiram redução 
no desenvolvimento do tumor sólido de Ehrlich. O MTX (Metrotexato) apontou uma redução 
do volume tumoral de 80,89%. Já os grupos tratados com FAC e VTX, apresentaram 
significativa redução do volume do tumor em até 76,57% e 79,52%, respectivamente.  Extrato 
EBR, também apresentou redução do volume tumoral de 67,71%.   
Ao final do experimento, avaliou-se o peso do tumor, no qual verificou-se que o 
grupo tratado com MTX demonstrou redução do peso do tumor de até 52,86%. Já os grupos 
tratados com FAC e VTX, demonstraram redução do peso do tumor de 45,95% e 42,14%, 
respectivamente. Os grupos que receberam o extrato EBR, demonstraram uma redução do 
peso tumoral de 35,24%. 
 
FIGURA 40 - EFEITO DO TRATAMENTO COM OS EXTRATOS E VITEXINA DE C. glandulosus NO 
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FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Efeito no volume do tumor sólido de Ehrlich (A) e peso do tumor (B). VEH (Água mineral); MTX 
(Metotrexato 2,5 mg/ kg i.p.); EBR (Extrato bruto 200 mg/kg v.o), FAC (Fração acetato de etila 100 mg/kg v.o.) 
e VTX (vitexina 2 mg/kg v.o). Dados expressos em média ± Erro padrão da média. As análises foram realizadas 
por meio do teste two-way ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. * p < 0,05 comparado ao VEH.  
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Os dados obtidos estão de acordo com os resultados do ensaio de viabilidade celular 
(MTT) com neuroblastoma humanos, o qual demonstrou redução significativa de células 
viáveis para as linhagens tumorais testadas. Além disso, a redução do volume e do peso do 
tumor, pelos extratos de C. glandulosus, corroboram com estudos de espécies de Croton que 
apresentaram atividade antitumoral em modelos de tumores de Ehrlich, como, Croton 
polyandrous; Croton celtidifolius; Croton cajucara e Croton tiglium (KIM, et al., 1994; 
GRYNBERG, et al., 1999; BISCARO, et al., 2013; MEIRELES, et al., 2016).  
A capacidade de redução do volume e peso tumoral dos grupos tratados com EBR, 
pode estar relacionada com a presença de compostos fenólicos e flavonoides, no extrato. Estes 
compostos, juntamente com outros grupos químicos das plantas, como carotenoides, 
fitosteróis, biflavonoides, e outros fenóis, possuem propriedades antioxidantes, que podem 
desempenhar efeitos antitumorais (NATH et al., 2013).  
Os resultados encontrados no ensaio antitumoral in vivo, demonstraram menor ação 
antitumoral do grupo tratado com EBR, em relação ao grupo tratado com FAC. Isso acontece 
devido à complexa composição química do EBR, na qual estão presentes diversos compostos 
químicos que atuam em sinergismo, para a ação de uma determinada atividade biológica 
(BHALLA, GUPTA e JAITAK, 2013).  
A fração FAC demonstrou maior teor de compostos fenólicos (185 mg.EAG.g-1) e 
maior concentração de vitexina (35,05 μg/mg) em relação ao EBR, e consequentemente, 
maior efeito antitumoral. Vários estudos demonstram a capacidade antitumoral da vitexina, 
sendo que este flavonoide, também é conhecido por suas propriedades antioxidantes (WANG, 
et al., 2014; GANESAN e XU, 2017; BHARDWAJ, et al., 2018; LIU, et al., 2018; WANG, et 
al., 2019; LIU, et al., 2019). 
Em relação ao peso dos animais e peso relativo dos órgãos (TABELA 20), não 
observou-se alterações estatisticamente significativas, durante o período do teste. Na 
avaliação dos parâmetros bioquímicos (FIGURA 41), os valores de ALT para os grupos 
tratados com EBR, FAC e VTX, foram menores que o VEH. Os valores de AST, não 
demonstraram alterações entre os grupos tratados. Alguns tumores podem levar ao aumento 
de ALT, AST e ALP o que pode estar relacionado à danos hepáticos (GRIFFIN, et al., 1995; 




TABELA 20 - PESO RELATIVO DOS ÓRGÃOS DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO TUMOR DE 
EHRLICH. 
ÓRGÃOS VEH MTX EBR FAC VTX 
Fígado 5,64±0,51 5,55±0,33 5,12±0,49 5,08±0,20 5,21±0,51 
Rins 1,14±0,05 1,05±0,07 1,21±0,05 1,17±0,05 1,22±0,35 
Baço 0,82±0,24 0,60±0,07 0,72±0,23 0,79±0,27 0,88±0,24 
Pulmão 0,68±0,03 0,61±0,07 0,75±0,07 0,74±0,06 0,76±0,06 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: VEH (Água mineral); MTX (Metotrexato 2,5 mg/ kg i.p.); EBR (Extrato bruto 200 mg/kg v.o), FAC 
(Fração acetato de etila 100 mg/kg v.o.) e VTX (vitexina 2 mg/kg v.o). Dados expressos em média ± Erro 
padrão da média. As análises foram realizadas por meio do teste one-way ANOVA seguido de post-hoc de 
Tukey. Não houve diferença estatística entre os grupos.  
 
Verificou-se que os grupos tratados com MTX, EBR, FAC e VTX, não 
demonstraram danos hepáticos significativos, além disso, segundo Mahmoud et al., (2015), a 
redução plasmática de ALT, AST e ALP, podem indicar proteção hepática. Dessa forma, 
alterações nos níveis das enzimas hepáticas, podem ser interpretadas como consequência de 
danos hepáticos ou mudança de permeabilidade das membranas, que sugerem dano hepático 
severo causado por tumor sólido de Ehrlich (ALDUBAYAN et al., 2019).  
 
FIGURA 41 - PARÂMETROS BIOQUÍMICOS DE CAMUNDONGOS COM EHRLICH TRATADOS E NÃO 
TRATADOS. 
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* * * * *
 FONTE: O autor (2020). 
NOTA: VEH (Água mineral); MTX (Metotrexato 2,5 mg/ kg i.p.); EBR (Extrato bruto 200 mg/kg v.o), FAC 
(Fração acetato de etila 100 mg/kg v.o.) e VTX (vitexina 2 mg/kg v.o). Dados expressos em média ± Erro padrão 
da média. * diferença estatística em relação ao VEH. # diferença estatística em relação ao MTX avaliado por 
ANOVA seguido do post-hoc de Tukey.  
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A creatinina foi reduzida nos grupos tratados com MTX, EBR, e FAC, quando 
comparado ao grupo VEH. Em relação às proteínas plasmáticas, observou-se que apenas os 
grupos tratados com VTX demonstraram aumento da concentração, quando comparada ao 
VEH e ao MTX.  
O tumor causa redução das proteínas plasmáticas e da relação albumina/ globulina 
(FIGURA 42) o que está relacionado à necrose hepática (GARRISON, et al., 1987; KAPOOR 
et al., 2014). O aumento dos níveis de ALP, ALT, e AST concomitante à redução das 
proteínas plasmáticas, é indicativo de toxicidade hepática. Pois a albumina é uma das mais 
abundantes proteínas no plasma, sendo sintetizada no fígado, logo é usualmente utilizada 
como marcador da função hepática (SARAVANAN; VISWANATHAN e PUGALENDI, 
2006). 
 
FIGURA 42 - PROTEÍNAS PLASMÁTICAS DE CAMUNDONGOS COM EHRLICH TRATADOS E NÃO 
TRATADOS. 
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 FONTE: O autor (2020). 
NOTA: VEH (Água mineral); MTX (Metotrexato 2,5 mg/ kg i.p.); EBR (Extrato bruto 200 mg/kg v.o), FAC 
(Fração acetato de etila 100 mg/kg v.o.) e VTX (vitexina 2 mg/kg v.o). Dados expressos em média ± Erro padrão 
da média. * diferença estatística em relação ao VEH. # diferença estatística em relação ao MTX avaliado por 
ANOVA seguido do post-hoc de Tukey.  
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Verificou-se a redução da albumina nos grupos tratados com MTX, porém os grupos 
que receberam EBR, FAC e VTX, não demonstraram diferença significativa em relação ao 
VEH. Em relação à globulina, os grupos que receberam MTX e VTX, demonstraram aumento 
da concentração desta proteína, quando comparada ao VEH.  
Em relação aos parâmetros hematológicos (TABELA 21), o grupo VEH demonstrou 
redução dos níveis de leucócitos e linfócitos, aumento de granulócitos e redução das 
plaquetas. Os grupos que receberam os tratamentos não demonstraram nenhuma alteração 
hematológica.  O tumor é capaz de elevar a contagem de leucócitos e granulócitos, que pode 
estar relacionado ao estresse agudo causado pela resposta inflamatória (HASHEM; 
MOHAMED; MAGDA, 2004). 
 
TABELA 21 - AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
TUMOR DE EHRLICH TRATADOS E NÃO TRATADOS.  
GRUPO VEH MTX EBR FAC VTX 
WBC 3,51±1,09  6,53±2,38a 5,97±1,63a 6,60±1,61a 6,97 ±2,09a 
LINFO% 55,60±2,75 66,81±11,85 a 67,44±5,14 a 67,54±4,89 a 66,36±4,67 a 
MONO% 4,70±1,19 5,89±1,51 5,51±2,22 5,96±1,59 4,94±1,58 
GRAN% 41,30±4,41 27,51±10,68a 28,80±5,62a 28,94±3,68a 29,53±4,75a 
RBC 9,13±0,43 8,95±0,47 9,06±5,30 9,07±0,32 9,28±0,41 
HB 12,63±1,62 12,01±0,63 12,66±0,58 12,94±0,57 13,11±0,50 
HCT 40,79±5,25 39,54±2,18 40,80±1,77 40,48±2,02 40,96±2,32 
MCV 44,74±0,94 44,24±1,22 45,17±0,93 44,72±2,05 44,20±1,35 
MCH 13,80±0,26 13,37±0,21 13,93±0,48 14,24±0,69 14,11±0,50 
MCHC 30,90±0,81 30,36±0,80 31,10±0,95 31,92±0,82 32,01±1,07 
RDW 14,14±1,04 15,97±0,55 14,29±1,13 13,92±1,75 14,36±1,51 
PLAQ 261,14±69,44 384,14±78,21a 375,71±86,25a 370,80±54,09a 365,14±34,84 a 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: WBC: Leucócitos totais; LINFO%: % Linfócitos; MONO%: % Monócitos; GRAN%: % Granulócitos; 
RBC: Eritrócitos; HB: Hemoglobina; HCT: Hematócrito; MCV: Volume Corpuscular Médio; HCM: 
Hemoglobina Corpuscular Média; MCHC: Concentração da Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: 
Amplitude de Distribuição dos Glóbulos Vermelhos; PLAQ: Plaquetas. VEH (Água mineral); MTX 
(Metotrexato 2,5 mg/ kg i.p.); EBR (Extrato bruto 200 mg/kg v.o), FAC (Fração acetato de etila 100 mg/kg v.o.) 
e VTX (Vitexina 2 mg/kg v.o). Dados expressos em média ± Desvio Padrão. As análises foram realizadas por 
meio do teste one-way ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. a p < 0,05 comparado ao VEH.  
 




FIGURA 43 - AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA DO TUMOR EHRLICH EM CAMUNDONGOS TRATADOS E 
NÃO TRATADOS COM MTX, EBR, FAC E VTX. 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: VEH (Água mineral); B: MTX (Metotrexato 2,5 mg/ kg i.p.); C: EBR (Extrato bruto 200 mg/kg v.o); 
D: FAC (Fração acetato de etila 100 mg/kg v.o.) e E: VTX (Vitexina 2 mg/kg v.o). * Áreas de necrose.  
 
Os resultados demonstraram regiões de alta proliferação celular no grupo VEH. Já os 
grupos tratados com MTX, EBR, FAC e VTX apresentaram redução da proliferação celular, 
com áreas de necrose, confirmando a capacidade antitumoral dos extratos e da vitexina. Estes 
resultados corroboram com outros estudos com modelo experimental de tumor de Ehrlich 
com produtos naturais. (SOMASAGARA, et al., 2012; ADAMI, et al., 2018). Segundo 
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Miranda-VILELA et al. (2011) as regiões mais periféricas apresentam áreas de proliferação 
celular diferenciada e as regiões centrais, áreas de necrose.  
 
4.9.2 Avaliação da atividade hepatoprotetora e efeito sobre o estresse oxidativo induzido por 
CCl4 em camundongos Swiss 
 
A indução da toxicidade hepática pela administração do agente hepatotóxico CCl4 
causou aumento plasmático das enzimas ALT (1475,60 %), AST (472,07 %) e ALP (492,28 
%) no grupo controle (VEH), comparado ao NAIVE. O grupo tratado NAC, não apresentou 
diferença significativa no teor de ALT. No entanto, os tratamentos EBR, FAC e VTX, 
demonstraram aumento de ALT quando comparado ao NAIVE, porém, os valores foram 
menores que o grupo controle VEH. O teor de AST, foi elevado no grupo controle VEH e no 
grupo tratado com NAC+.  Os grupos tratados com EBR, FAC e VTX, demonstraram 
aumento no teor de AST quando comparado ao NAIVE, no entanto, o valor encontrado foi 
menor do que o obtido no grupo VEH, tratado apenas com CCl4.  
A análise de ALP demonstrou aumento da ação enzimática para os grupos tratados 
com CCl4 (VEH) e VTX. Apesar do aumento do teor plasmático de ALP, nos grupos tratados 
com EBR e FAC, os valores encontrados foram menores que o grupo VEH. A administração 
de EBR e FAC reduziu a atividade das três enzimas hepáticas testadas (TABELA 22), 
sugerindo que houve reparo do dano tecidual ocasionado pelo agente hepatotóxico. A VTX 
foi capaz de reduzir a ação enzimática apenas para ALT e AST.  
 
TABELA 22 - ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA TRANSAMINASE DE ALANINA SÉRICA (ALT), 
ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST) E FOSFATASE ALCALINA (ALP), TEOR DE CREATININA 
E GLICOSE EM CAMUNDONGOS INDUZIDOS E NÃO INDUZIDOS A HEPATOTOXICIDADE POR 
CCl4. 
GRUPO ALT AST ALP Creatinina Glicose 
VEH 710,08±24,88b 558,56±19,19b 161,47±30,75b 0,35±0,22 76,80±24,88 
NAIVE 48,12±22,16a 118,32±32,39a 32,80±20,95a 0,28±0,13 68,40±8,87 
NAC 67,50±36,75a 129,40±23,56a 99,41±16,49a,b 0,36±0,18 67,44±20,30 
NAC+ 353,90±27,85a, b 416,38±6,66 b 88,30±28,72a,b 0,38±0,04 62,20±44,33 
EBR 405,87±29,26a, b 339,32±46,89a, b 86,20±13,96a,b 0,31±0,20 66,59±15,02 
FAC 415,95±21,49a, b 302,20±40,72a, b 86,28±18,54a,b 0,36±0,27 87,40±16,51 
VTX 461,70±12,19a, b 310,67±42,77a, b 116,24±24,12b 0,37±0,12 85,94±10,94 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: VEH (Água ultrapura + CCl4 2%, 5 mL/kg), NAIVE (Água mineral), NAC (N-acetilcisteína 100 
mg/Kg), NAC+ (N-acetilcisteína 100 mg/Kg + CCl4), EBR (Extrato bruto 350 mg/kg + CCl4), FAC (Fração 
acetato de etila 350 mg/kg + CCl4) e VTX (vitexina 3,5 mg/kg + CCl4). Dados expressos em média aritmética ± 
Desvio padrão. As análises foram realizadas por meio do teste one-way ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. 
a comparado ao grupo VEH (p<0,05). b comparado ao grupo NAIVE (p <0,05).  
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Estes resultados demonstraram que os tratamentos com EBR, FAC e VTX reduziram 
de forma significativa a atividade das enzimas hepáticas ALT, ALP e AST presentes no 
plasma, sugerindo proteção contra os danos hepáticos induzidos pelo CCl4, visto que o 
aumento destas enzimas plasmáticas pode indicar dano celular e perda da função das 
membranas do fígado (JAIN; ARGAL, 2014).  Estes dados corroboram com os estudos de 
hepatoproteção feitos com C. bonplandianus Baill, C. sparciflorus e C. oblongifolius 
(DUTTA et al., 2018; SANTHI et al., 2014; AHMED et al., 2002) 
Foram determinados parâmetros bioquímicos, como creatinina e glicose (TABELA 
22). Os níveis de Creatinina e glicose não demonstram alterações em nenhum dos 
tratamentos, mesmo com indução de hepatoxicidade.  Os grupos tratados com EBR, FAC e 
VTX mantiveram os valores destes parâmetros bioquímicos, estatisticamente dentro dos 
valores basais encontrados no grupo NAIVE. Os valores encontrados de creatinina e glicose, 
permaneceram inalterados no experimento. Estes resultados demonstram que os extratos e o 
flavonoide isolado de C. glandulosus, não resultam em deficiência na taxa de filtração 
glomerular dos animais, estimado pelo nível plasmáticos de creatinina e também não afeta a 
glicemia normal dos animais.  
O tratamento com CCl4 não alterou a atividade de CAT (FIGURA 44), no entanto as 
amostras EBR, FAC, VTX e NAC+ demonstraram aumento na atividade enzimática, quando 
comparado ao grupo NAIVE.  A hepatotoxicidade induzida pelo CCl4, reduziu a atividade de 
SOD quando comparada ao NAIVE. Os grupos tratados com NAC+ e VTX, demonstraram 
aumento significativo de SOD, em relação ao NAIVE. Os grupos tratados com EBR e FAC, 
mantiveram a atividade enzimática de SOD, normal e estatisticamente igual ao grupo NAIVE, 
porém os valores de atividade de SOD, foram maiores que o grupo VEH. O grupo VEH não 
demonstrou redução da atividade de GST, no entanto, o grupo tratado com EBR, apresentou 
aumento da atividade enzimática quando comparado ao grupo NAIVE.  
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FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Grupos: VEH (Água ultrapura + CCl4 2%, 5 mL/kg), NAIVE (Água mineral), NAC (N-acetilcisteína 
100 mg/Kg), NAC+ (N-acetilcisteína 100 mg/Kg + CCl4), EBR (Extrato bruto 350 mg/kg + CCl4), FAC (Fração 
acetato de etila 350 mg/kg + CCl4) e VTX (vitexina 3,5 mg/kg + CCl4). Dados expressos em média ± Erro 
padrão. As análises foram realizadas por meio do teste one-way ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. # p 
<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001; #### p < 0,0001 comparado ao NAIVE. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; 




A hepatotoxicidade induzida pelo CCl4 também reduziu a atividade de enzimas 
antioxidantes endógenas, como SOD e CAT. Entretanto, com a administração do EBR, FAC e 
VTX, a atividade dessas enzimas foi aumentada, o que pode indicar a redução da produção 
dos radicais superóxido (·O2) e oxigênio singlete (1O2¯), que são convertidos pela SOD em 
peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio molecular (O2), evitando o dano celular 
(IGHODARO; AKINLOYE, 2017). O aumento da atividade de CAT, demonstrou efeito 
hepatoprotetor das amostras, evitando a formação de radicais livres. Isso ocorre 
provavelmente por um mecanismo de equilíbrio, pois a formação do peróxido de hidrogênio 
(H2O2) pela SOD, quando em excesso, pode causar toxicidade nos tecidos e nas células, 
entretanto, a atividade da CAT neutraliza os efeitos do estresse oxidativo celular, 
metabolizando o H2O2 em O2 e H2O (IGHODARO; AKINLOYE, 2017). A VTX demonstrou 
maior potencial de estímulo da atividade de SOD e CAT, quando comparado ao EBR e FAC. 
Apesar da redução da GST pela VTX, as amostras EBR e FAC, estimularam a 
atividade da GST, o que pode indicar que os extratos ativaram a fase II de metabolização de 
camundongos tratados com o CCl4, pois a GST representa parte da resposta adaptativa e atua 
protegendo o organismo contra substratos eletrofílicos, eliminado peróxidos, epóxidos, 
compostos carbonilas tóxicos e substâncias oriundas do estresse oxidativo celular no fígado 
(HAYES; PULFORD, 1995; LÜ et al.; 2010). Essa diferença entre os extratos e o flavonoide 
isolado, pode estar relacionada com o sinergismo dos compostos fenólicos presentes nos 
extratos, que atuam de forma a estimular a produção de enzimas antioxidantes, bem como 
reduzir a produção de radicais livres por meio de sua capacidade antioxidante. 
A administração do CCl4 reduziu os níveis de GSH total no homogenato do fígado, e 
os resultados encontrados neste trabalho, evidenciam significativa inibição da depleção de 
GSH nos grupos tratados com EBR, FAC e VTX quando comparado ao grupo controle 
(VEH) (FIGURA 45).  
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FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Grupos: VEH (Água ultrapura + CCl4 2%, 5 mL/kg), NAIVE (Água mineral), NAC (N-acetilcisteína 
100 mg/Kg), NAC+ (N-acetilcisteína 100 mg/Kg + CCl4), EBR (Extrato bruto 350 mg/kg + CCl4), FAC (Fração 
acetato de etila 350 mg/kg + CCl4) e VTX (vitexina 3,5 mg/kg + CCl4). Dados expressos em média ± Erro 
padrão.As análises foram realizadas por meio do teste ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. # p <0,05; ## p 
<0,01; ### p <0,001; #### p < 0,0001 comparado ao NAIVE. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 
0,0001 comparado ao VEH. ap <0,05; aa p <0,01; comparado as amostras. NS=Não houve diferença estatística. 
 
A administração de CCl4 pode induzir à necrose dos hepatócitos e à redução do nível 
de GSH (RECKNAGEL et al., 1989). No entanto nota-se um efeito hepatoprotetor 
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significativo dos extratos e do flavonoide isolado de C. glandulosus. Estes resultados indicam 
que o aumento do teor do GSH pode ocorrer devido à ação dos compostos fenólicos e da 
atividade antioxidante, que previne a formação dos radicais livres ·CCl3 e ·Cl, inibindo a 
etapa de propagação da peroxidação lipídica, que é o mesmo mecanismo observado com a 
cistamina (agente hepatoprotetor) (DE FERREYRA et al., 1974; SURAI, 2015). Observou-se 
que o grupo tratado com FAC apresentou aumento do teor de GSH quando comparado com o 
grupo NAC+, que contém o fármaco hepatoprotetor de referência. Esta fração conforme 
demonstrado no ensaio de TPC, possui maior teor de compostos fenólicos, que podem atuar 
em sinergismo com outras substâncias antioxidantes e consequentemente, impedir a 
propagação de peroxidação lipídica e a redução do GSH.  
O grupo tratado com CCl4 (VEH), apresentou significativo aumento da peroxidação 
lipídica (LPO), já os grupos tratados com EBR, FAC e VTX, demonstraram significativa 
redução da LPO (FIGURA 45). Os tratamentos FAC e VTX, apresentaram uma redução da 
LPO de 78 e 73 %, respectivamente, quando comparados ao grupo tratado com EBR. 
Entretanto, o grupo EBR não apresentou diferença estatística quando comparado ao grupo 
tratado NAC+. Em conjunto, este estudo evidenciou-se que as frações de C. glandulosus 
foram capazes de atuar como antioxidantes e estimulantes da atividade de enzimas 
antioxidantes endógenas. A presença de compostos fenólicos pode ser responsável pela ação 
antioxidante da espécie, que pode ser evidenciada pela maior redução da LPO pelas amostras 
com maiores valores de TPC. Portanto, os resultados indicam que este pode ser um dos 
mecanismos envolvidos na proteção da membrana hepatocelular. Onde o aumento das 
enzimas antioxidantes nos animais expostos ao CCl4, inibiram a reação de peroxidação, 
induzida pela ligação dos radicais livres aos ácidos graxos poli-insaturados da membrana 
fosfolipídica (DE GROOT et al., 1988).  
A hepatoxicidade causada pelo CCl4, aumentou a expressão de WBC, granulócitos, 
MCV e MCH, reduzindo a quantidade de plaquetas, quando comparado aos valores basais 
estimados (NAIVE). O EBR demonstrou aumento significativo da expressão de WBC, 
quando comparado ao VEH. No entanto, o FAC e VTX, reduziram a expressão de WBC. 
Além disso, a VTX demonstrou aumento da expressão de granulócitos (TABELA 23). 
Para o parâmetro de RBC, os tratamentos FAC e VTX, demonstraram redução 
celular, no entanto, o mesmo foi observado no grupo tratado com o fármaco controle (NAC+). 
O EBR manteve a expressão de RBC normal, comparado ao efeito basal, observado no grupo 
NAIVE. Os grupos tratados com o fármaco N-acetilcisteína, CCl4, EBR, FAC e VTX, 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































A hepatotoxicidade causada pelo CCl4 gerou diversas alterações hematológicas, no 
entanto, com a administração do EBR, não se observou aumento de granulocitos, MCV e 
MCH. Além disso, o EBR não apresentou alteração do RBC, como observado no grupo 
controle NAC+. Porém, observou-se redução do parâmetro RBC nos grupos tratados com 
FAC e VTX. A N-acetilcisteína (NAC) é um fármaco comercializado, com potente ação 
antioxidante e no estudo de Valadares de Moraes et al. (2008) a dose que não apresentou 
alterações hematológicas foi abaixo de 75 mg/Kg, valor inferior à dose utilizada (100 mg/kg) 
neste ensaio. Quando administrada com a dapsona, observou-se efeito sinérgico e pró-
oxidante da NAC, que resultou na redução de RBC (Valadares de Moraes et al., 2008). 
Portanto, é possível que o EBR e VTX tiveram comportamento semelhante à N-acetilcisteína.  
Observou-se também que a administração do N-acetilcisteína e do CCl4, levou à 
redução no número de plaquetas. No entanto, este efeito foi menor nos grupos tratados com 
EBR, FAC e VTX, quando comparados ao controle VEH, o que pode significar ação 
antioxidante dessas amostras. Apesar das alterações hematológicas observadas para FAC e 
VTX, não houve toxicidade significativa no sistema hematológico causado pelo extrato EBR. 
Além disso, o grupo tratado com N-acetilcisteína também apresentou efeitos adversos.  
A administração do CCl4, independente do tratamento prévio, resultou no aumento 
do peso relativo do fígado, rins, baço e pulmões dos camundongos, quando comparado ao 
controle basal (NAIVE). Entretanto, observou-se que a administração da N-acetilcisteína 
(NAC+), também resultou no aumento significativo dos rins. Os tratamentos com FAC e 
VTX, demonstraram aumento relativo do peso do baço (TABELA 24). 
 
TABELA 24 - PESO RELATIVO DOS ÓRGÃOS DE CAMUNDONGOS TRATADOS E NÃO TRATADOS 
COM CCl4. 
Órgãos VEH NAIVE NAC NAC+ EBR FAC VTX 
Fígado 7,16±0,70 b 4,42±0,44 a 4,87±0,73a 7,32±0,62 b 6,88±0,54 b 7,37±0,67 b 7,99±1,19 b 
Rins 1,45±0,19 b 1,36±0,16 a 1,38±0,19 1,66±0,27 b 1,62±0,17 1,57±0,11 1,47±0,35 
Baço 0,35±0,04 0,28±0,07 0,32±0,05 0,34±0,06 0,36±0,09 0,46±0,11 b 0,47±0,06 a, b 
Pulmão 0,70±0,08 b 0,58±0,07 a 0,61±0,08 0,63±0,06 0,61±0,03 0,66±0,07 0,66±0,07 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: Grupos: VEH (Água ultrapura + CCl4 2%, 5 mL/kg), NAIVE (Água mineral), NAC (N-acetilcisteína 
100 mg/Kg), NAC+ (N-acetilcisteína 100 mg/Kg + CCl4), EBR (Extrato bruto 350 mg/kg + CCl4), FAC (Fração 
acetato de etila 350 mg/kg + CCl4) e VTX (vitexina 3,5 mg/kg + CCl4). Dados expressos em média aritmética ± 
Desvio padrão. As análises foram realizadas por meio do teste one-way ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. 
a comparado ao grupo VEH (p<0,05). b comparado ao grupo NAIVE (p <0,05).  
 
Após análise histológica do fígado dos animais, observou-se a presença de necrose 
acentuada em torno da veia centrolobular, no grupo tratado com CCl4. Outros estudos 
demonstraram o mesmo padrão de necrose, com degeneração e desarranjo dos hepatócitos, no 
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grupo VEH, além da presença de células inflamatórias, como linfócitos, congestão vascular, 
cistos gordurosos e hepatócitos em forma de balão (QUERESHI et al., 2007; JAIN; ARGAL, 
2014; DUTA et al., 2018). Entretanto, observou-se nas análises histológicas, redução do 
campo de necrose, nos grupos tratados com EBR, FAC e VTX. Resultados semelhantes foram 
encontrados em estudos com outras espécies de Croton, que demonstraram regulação da 
lesão, similar ao fármaco hepatoprotetor (DUTA et al., 2018) 
Os resultados da análise histológica do fígado, demonstra que o VEH apresentou um 
alto nível de necrose celular. O grupo NAIVE e tratado com NAC, não demonstraram 
alterações histológicas (FIGURA 46).  
Os grupos tratados com NAC+, EBR, FAC e VTX, demonstraram significativa 
redução de necrose hepatocelular. Estes resultados corroboram com outros estudos de 
produtos naturais, que demonstraram efeito hepatoprotetor e redução da necrose dos 
hepatócitos (SHARMA e SHUKLA 2011; SAHREEN, KHAN e KHAN, 2011; HUO et al., 
2011).  
Apesar dos efeitos tóxicos moderados da fração FAC e do flavonoide VTX, estes 
compostos podem ser utilizados como modelo protótipo de fármacos em estudos de 
modificação estrutura-resposta, para reduzir os efeitos prejudiciais das amostras nos 
eritrócitos. Além disso, sugere-se que o efeito toxicológico possa ter ocorrido por 
consequência de uma resposta aguda, devido à dose utilizada. Já que no ensaio antitumoral 
(que durou 21 dias), os extratos e a VTX, foram avaliados em concentrações menores, não 
demonstrando alterações toxicológicas nos animais.  
O extrato bruto (EBR), demonstrou melhor efeito hepatoprotetor, pois além de 
reduzir o estresse oxidativo e peroxidação lipídica induzida pelo CCl4, esta amostra não 
demonstrou efeitos deletérios nos animais, durante o experimento. Isso pode ser resultado de 
compostos antioxidantes, que atuam em sinergismo e antagonismo na matéria complexa do 
extrato bruto, favorecendo as atividades farmacológicas, e em contrapartida, evitando os 
efeitos tóxicos pró-oxidantes (GEY, 1998). 
 
150 
FIGURA 46 - ANÁLISES HISTOLÓGICAS DO FÍGADO DE CAMUNDONGOS NORMAIS E INDUZIDOS 
À HEPATOTOXICIDADE COM CCl4 
 
FONTE: O autor (2020). 
NOTA: A: VEH (Água ultrapura + CCl4 2%, 5 mL/kg), B: NAIVE (Água mineral), C: NAC (N-acetilcisteína 
100 mg/Kg), D: NAC+ (N-acetilcisteína 100 mg/Kg + CCl4), E: EBR (Extrato bruto 350 mg/kg + CCl4), F: FAC 
(Fração acetato de etila 350 mg/kg + CCl4) e G: VTX (vitexina 3,5 mg/kg + CCl4). * Áreas de necrose.  
 
Neste ensaio pode-se verificar o efeito hepatoprotetor e antioxidante do extrato bruto, 
fração acetato de etila e do flavonoide vitexina, de Croton glandulosus, pode estar relacionado 
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com a redução da peroxidação lipídica de membrana. Considerando que as opções de 
tratamento para hepatopatias demonstram benefícios terapêuticos limitados e algumas 
complicações (MIHAILOVIC et al., 2012; CENGIZ et al., 2012), o estudo dos extratos de C. 
glandulosus e do flavonoide vitexina isolado da espécie, abre perspectivas para o estudo e 






O material vegetal seco das partes aéreas de C. glandulosus, apresentou o teor de 
umidade e cinzas dentro dos limites permitidos pela farmacopeia brasileira. No ensaio de 
termogravimetria, observou-se que o processo de degradação dos compostos bioativos 
iniciou-se apenas a 188 °C. A partir do material vegetal seco, obteve-se 0,12% de óleo 
essencial, o qual apresentou predominância de sesquiterpenos em sua composição química, 
sendo que os constituintes químicos majoritários encontrados, foram os sequiterpenos β-
cariofileno, Biciclogermacreno e o γ-amorfeno.  
Nos ensaios biológicos, o óleo essencial de C. glandulosus ausência de toxicidade 
aos náuplios de A. salina e ausência de capacidade hemolítica. Em relação à atividade 
alelopática, o óleo essencial não afetou a capacidade de germinação de sementes de Lactuca 
sativa. No entanto, houve redução do índice de germinação e inibição do crescimento do 
hipocótilo e da radícula. Dessa forma, o óleo essencial apresentou-se promissor no 
desenvolvimento de bioherbicidas. Além disso, o óleo essencial demonstrou propriedades 
antioxidantes pelo método de fosfomolibdênio, podendo ser explorado pela indústria 
farmacêutica e alimentícia.  
A partir das partes aéreas de C. glandulosus, obteve-se também, o extrato etanólico 
bruto (EBR), fração hexânica (HEX), clorofórmica (CLO), acetato de etila (FAC) e residual 
(RES). Em estudos químicos do extrato, frações observou-se a presença de taninos, 
compostos fenólicos, flavonoides, esteroides, triterpenos e cumarinas. Não verificou-se a 
presença de alcaloides em nenhuma das amostras. Em coluna cromatográfica aberta, foi 
possível isolar um composto, identificado por RMN 1H e RMN 13C, conhecido como 
apigenina 8-C-glicosídeo ou Vitexina, classificado como uma flavona. Em análise 
quantitativa por CLAE-UV, determinou-se o teor da Vitexina no extrato e frações, no qual a 
fração FAC e o extrato EBR, apresentaram o maior teor do flavonoide. 
Em testes de toxicidade preliminar, verificou-se que os extratos e frações de C. 
glandulosus não apresentaram letalidade para os náuplios de Artemia salina. Em ensaio de 
capacidade hemolítica, a fração HEX atingiu a maior porcentagem hemolítica (46,25%) e os 
demais extratos apresentaram capacidade hemolítica abaixo de 15%. Além disso, em baixas 
concentrações o extrato e frações, demonstraram capacidade hemolítica, estatisticamente 
inferior aos controles negativos. O que foi verificado por meio do ensaio de capacidade anti-
hemolítica, no qual evidenciou-se o efeito protetor da fração FAC, quando em baixas 
concentrações. Devido ao efeito hemolítico da fração HEX, este foi avaliado quanto à 
153 
capacidade larvicida em Aedes aegypti, no entanto, nenhuma das concentrações apresentaram 
efeito nas condições avaliadas.  
No ensaio de alelopatia do extrato e frações, não observou-se diferença estatística 
significativa na porcentagem de germinação (%G) e no índice de velocidade de germinação 
(IVG). Já em relação ao crescimento das plântulas, verificou-se o estímulo do crescimento do 
hipocótilo e radícula, com exceção da fração FAC, que não demonstrou efeito significativo 
neste teste. No ensaio antimicrobiano, o extrato e frações não demonstraram efeito 
antibacteriano. Entretanto, a fração HEX, FAC e RES indicaram potencial antifúngico contra 
cepas de C. albicans. 
Em relação ao potencial antioxidante, os extratos demonstraram efetiva atividade em 
diversos ensaios, como capacidade sequestrante do DPPH•; captura do cátion radical ABTS; 
redução do ferro (FRAP); redução do complexo fosfomolibdênio e sequestro do radical 
peroxil pelo método ORAC. Além disso, verificou-se alto teor de compostos fenólicos no 
extrato EBR e na fração FAC e CLO, que por meio de teste estatístico de correlação de 
Pearson, foi possível verificar a correlação positiva significativa com a capacidade 
antioxidante.  
No ensaio de ativação de neutrófilos humanos, verificou-se que a Vitexina foi capaz 
de ativar as células, por meio da visualização da depósitos de formazan na superfície celular. 
Em método quantitativo, verificou-se o potencial de ativação da Vitexina foi de 83% em 
relação ao controle PMA. No ensaio de viabilidade celular, para a linhagem de neuroblastoma 
BE-M17, observou-se que as frações HEX e CLO, apresentaram comportamento dose-
resposta. Já na linhagem de neuroblastoma CHLA-20, as melhores respostas foram 
encontradas para as frações FAC e RES. Este ensaio demonstrou que devido a composição 
química complexa dos extratos, cada extrato ou fração, apresentou um comportamento 
diferente, frente às diferentes linhagens celulares. 
Em relação aos ensaios in vivo. Verificou-se a redução do peso do tumor de até 45% 
nos grupos tratados com FAC e VTX. Não observando-se alterações significativas no peso 
relativo dos órgãos, nos parâmetros bioquímicos e hematológicos. Além disso, verificou-se 
que os grupos tratados com EBR, FAC e VTX apresentaram redução da proliferação celular, 
com áreas de necrose celular em análise histológica.  
No ensaio de capacidade hepatoprotetora, verificou-se que a administração de EBR e 
FAC reduziu a atividade das enzimas hepáticas testadas. Os níveis de creatinina e glicose, não 
apresentaram alterações nos  tratamentos. Em relação ao estresse oxidativo, a 
hepatotoxicidade induzida pelo CCl4 reduziu a atividade de enzimas antioxidantes endógenas, 
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como SOD e CAT. Entretanto, com a administração do EBR, FAC e VTX, a atividade dessas 
enzimas foi aumentada. Para a atividade de SOD, verificou-se aumento significativo para os 
grupos tratados com VTX. Para a atividade de GST o grupo tratado com EBR, apresentou o 
melhor aumento da atividade enzimática. A administração do CCl4 reduziu os níveis de GSH 
total no homogenato do fígado, e os resultados encontrados neste trabalho, evidenciam 
significativa inibição da depleção de GSH nos grupos tratados com EBR, FAC e VTX.  
Em relação à peroxidação lipídica (LPO) o grupo tratado com CCl4 (VEH), 
apresentou significativo aumento LPO e os grupo tratados com o extrato e frações, 
demonstraram efeito contrário, reduzindo a peroxidação lipídica. Em análises histológicas, foi 
possível verificar a redução da área de necrose, nos grupos tratados com EBR, FAC e VTX.  
Apesar dos efeitos tóxicos moderados da fração FAC e do flavonoide VTX, nos 
parâmetros hematológicos, estes compostos podem ser utilizados como modelo protótipo de 
fármacos em estudos de modificação estrutura-resposta. Além disso, o extrato bruto (EBR) 
que demonstrou melhor efeito hepatoprotetor, pode ser explorado pela indústria farmacêutica, 
para o desenvolvimento de fórmulas fitoterápicas. Entretando, apesar dos resultados 
encontrados neste trabalho, outros estudos sobre eficácia, segurança e mecanismo de ação dos 





Os estudos com C. glandulosus, demonstraram efeito alelopático e antioxidante do 
óleo essencial. Potencial alelopático dos extratos e frações, baixa toxicidade preliminar, 
capacidade antioxidante demonstrada por diferentes métodos. Potencial anti-hemolítico, 
fungicida, ativação de neutrófilos humanos e redução da viabilidade celular. Em estudos 
farmacológicos, observou-se atividade antitumoral, hepatoprotera e redutora do estresse 
oxidativo causado por CCl4, do extrato bruto, fração acetato de etila e do flavonoide isolado 
Vitexina. Demonstrando potencial biológico e aplicação para as áreas agronômicas, 
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